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PODRIDAO FLORAL DOS CITROS: VARIABILIDADE, SOBREVIVENCIA E
CONTROLE DO AGENTE CAUSAL, Colletotrichum acutatum

RESUMO - Este estudo teve como objetivos: (i) identificar e caracterizar do ponto de
vista genetico, morfoldgico e patogénico isolados de Colletotrichum acutatum, agente
causal da doenca Podridao floral dos citros; (ii) determinar fontes de indculo e
condigcbes de sobrevivéncia deste patégeno em 6rgdos vegetativos; (iii) avaliar o
controle da doenca mediante o emprego de fungicidas, assim como os estadios de
florescimento mais adequados para pulverizagdo, em campo; (iv) avaliar o efeito pos e
pré-infeccional de C. acutatum a fungicidas, em casa de vegetagado e; (v) avaliar a
sensibilidade de C. acutatum a fungicidas, in vitro. Isolados associados a PFC
pertencem a espécie Colletotrichum acutatum. Ha uma elevada variabilidade
morfolégica entre isolados de C. acutatum, indicativo de polimorfismo entre as
populagdes. De acordo com as variaveis morfologicas avaliadas e, mediante analises
exploratérias foram determinados seis grupos de isolados. Todos os estagios de
florescimento, assim como a fase ‘chumbinho’ s&o suscetiveis a C. acutatum. As flores
de plantas citricas de laranjas doce ‘Péra’, ‘Natal’, ‘Valéncia’, ‘Hamlin’ e ‘Folha Murcha’
mostraram-se suscetiveis a C. acutatum. Calices retidos, pétalas e folhas sdo fontes de
in6culo de C. acutatum. Colletotrichum acutatum sobrevive em calices retidos e em
folhas, no entanto, o maior numero de colbnias procedeu-se de calices retidos.
Colletotrichum acutatum sobrevive em folhas de plantas jovens. Os fungicidas
sistémicos, carbendazim, tiofanato-metilico e pyraclostrobin e o protetor folpet quando
aplicados isoladamente em ‘cabeca-de-fosforo’ e ‘cotonete’ ndo diferiram entre si,
portanto esses fungicidas tornam-se alternativas no controle da PFC. As aplicagbes de
erradicante ou protetor nos estadios, primordio floral e ‘cabeca-de-alfinete’ em
combinagdo com fungicidas sistémicos em ‘cabecga-de-fosforo’ e ‘cotonete’ nao diferiu
das aplicagbes dos sistémicos isoladamente, assim nas condicbes em que o0s
experimentos foram executados, as aplicagdes de erradicantes ou de protetor tornou-se
dispensavel. Nao houve diferenca entre trés aplicagbes em ‘cabeca-de-alfinete’,

‘cabeca-de-fésforo’ e ‘cotonete’ e, duas aplicacbes em ‘cabega-de-fésforo’ e ‘cotonete’



Vi

de carbendazim, assim como, ndo houve diferenca entre duas aplicagdes em ‘cabeca-
de-fésforo’ e ‘cotonete’ e uma aplicagdo em ‘cotonete’ de carbendazim, logo nas
situagbes em que os experimentos foram realizados, uma unica aplicacdo de
carbendazim no estadio de ‘cotonete’ foi suficiente para o controle da doenga. A
aplicacao de fosfito em mistura em tanque com aménia quaternaria 2 (cloreto de n-
alquil-benzil-dimetilaménio) e, em combinacdo com carbendazim n&o proporcionou
melhor resultado quando comparado com os outros tratamentos, deste modo esta
mistura n&o otimizou o controle da doenga PFC. Sob condi¢des controladas, a menor
expressao de sintomas tanto em flores como na retencdo de calices, deu-se na
aplicacdo dos fungicidas folpet e carbendazim em ‘cabeca-de-alfinete’ e ‘cabeca-de-
fosforo’ até 48 horas antes da inoculagéo. Isolados de C. acutatum mostraram-se
altamente insensiveis ao carbendazim, ao contrario de pyraclostrobin, os quais foram

sensiveis.

Palavras-Chave: caracterizagdo, Citrus sinensis, controle quimico, fungicida, inéculo,

manejo integrado.
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POSTBLOOM FRUIT DROP: VARIABILITY, SURVIVAL AND CONTROL OF THE
CAUSAL AGENT, Colletotrichum acutatum

SUMMARY - This study aimed to: (i) identify and to characterize point of view genetic,
morphologic and pathogenic isolates of Colletotrichum acutatum, causal agent of
postbloom fruit drop; (ii) to determine inoculum sources and conditions for survival of this
pathogen in vegetative organs; (iii) to evaluate disease control through the use of
fungicides, as well as the flowering stage more suitable for spray field; (iv) evaluate the
effect pos and pre-infection of C. acutatum to fungicides in the greenhouse and; (v) to
evaluate sensitivity of C. acutatum to fungicide in vitro. Isolates associated with PFD
belong to the specie Colletotrichum acutatum. There is a high morphological variability
among isolates of C. acutatum, indicative of polymorphism among populations.
According to the morphological and evaluated by exploratory analysis were determined
six groups of isolates. All stages of flowering and the fruitlet are susceptible to C.
acutatum. The flowers of citrus trees, of sweet orange 'Pera’, 'Natal', 'Valencia', 'Hamlin'
and 'Folha Murcha' were susceptible to C. acutatum. Persistent calyces, petals and
leaves are sources of inoculum of C. acutatum. Colletotrichum acutatum survives in
persistent calyces and in leaves, however the largest number of colonies was persistent
calyces. Colletotrichum acutatum survives in leaves of young plants. The fungicides,
carbendazim, thiophanate-methyl and pyraclostrobin and the protector folpet when
applied alone in 'white bud' and 'hollow ball' did not differ, so these fungicides become
alternatives to control of the PFD. The applications eradicative or protector in the stages,
floral prime and ‘green bud’ in combination with fungicides in 'white bud' and 'hollow ball'
is not different from the systemic applications alone, so the conditions under which
experiments were performed, applications eradicative or protector became expendable.
There was no difference between three applications in ‘green bud’, 'white bud' and
'hollow ball' and two applications in 'white bud' and 'hollow ball' of carbendazim, as well,
no difference between two applications in 'white bud' and 'hollow ball' and an application
in 'hollow ball' of carbendazim, so in situations where the experiments were performed, a

single application of carbendazim in 'hollow ball' was sufficient to control the disease.
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Application of phosphite in tank mix with chloride n-alkil —benzyl -dimethylammonium in
combination with carbendazim did not provide better results when compared with other
treatments, so this mix is not optimized to control the disease PFD. Under controlled
conditions, the lower expression of symptoms in flowers and retention of calyces, took
place in the application of fungicides folpet and carbendazim in up to 48 hours before
inoculation in ‘green bud’ and 'white bud'. Isolates C. acutatum were highly insensitive to

carbendazim, unlike pyraclostrobin, which were sensitive.

Keywords: characterization, Citrus sinensis, chemical control, fungicides, inoculum,

integrated management



CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

1. Introducéo

O Brasil mantém-se como maior produtor mundial de laranja, sendo responsavel
por 32% da producao total de laranja e 50% de suco de laranja (AGRIANUAL, 2009). O
Estado de S&o Paulo e a Florida dominam a oferta mundial, um caso rarissimo em se
tratar de commodities agricola. O sistema agroindustrial citricola gera mais de 400 mil
empregos, diretos e indiretos, somente no Estado de S&o Paulo. Inovagbes em
pesquisa, tecnologia e logistica estdo na base da eficiéncia e liderangca do Brasil
(NEVES & JANK, 2006).

A citricultura no Brasil atualmente ocupa uma area de aproximadamente 820 mil
hectares, tendo o Estado de S&o Paulo cerca de 580 mil hectares. A colheita brasileira
na safra de 2007/08" foi de 353 milhdes de caixas (40,8 kg), das quais cerca de 85%
foram destinadas a industrializacdo, cujo suco produzido foi exportado para varios
paises, incluindo-se principalmente Bélgica, Estados Unidos da América, Japao, Suica
e China. O Brasil exportou em 2007/08" mais de um milhdo de toneladas métricas de
suco de laranja, porém o pre¢o do suco concentrado (FCO) declinou nos principais
mercados. Entretanto, a exportacao brasileira de suco pasteurizado em concentracéo
natural (NFC), segue em crescimento (AGRIANUAL, 2009).

O destaque da safra encerrada no final de junho de 2008 foi o aumento do custo
de produgédo em razao da elevacao dos precos dos fertilizantes e do avanco da doenca
Huanglongbing (ex= Greening), causada por Candidatus Liberibacter asiaticus e Ca.
Liberibacter americanus. O preco médio da laranja ‘Péra’ destinada a industria foi de
R$10,59/cx na safra 2007/08". O valor ficou 9% abaixo da média da safra anterior. A
laranja ‘Péra’ de mercado interno recuou 4%, passando de R$13,82 para R$13,25/cx
(AGRIANUAL, 2009). Os produtores antecipam uma reducao na producéo de laranja na

safra 2009/10, podendo atingir 20% em relagdo a safra anterior, devido a problemas

! Atualizado em setembro 2008



climaticos, a doencgas e a falta de tratos culturais causada pela baixa remuneracéo e os
altos custos dos insumos que tém prevalecido no setor (ASSOCITRUS, 2009).

As plantas citricas podem ser afetadas por varios agentes fitopatogénicos que,
agindo isoladamente ou em conjunto, sob condi¢bes favoraveis, podem tornar-se
limitantes a producdo. Dentre tais agentes fitopatogénicos destaca-se Colletotrichum
acutatum Simmonds, agente causal da Podridao floral dos citros (PFC) ou Queda
prematura dos frutos citricos (QPFC). Tal doenga, sob determinadas condi¢des
ambientais, constitui-se em fator limitante a producdo em varias areas citricolas.

Os sintomas da PFC caracterizam-se pela presenca de lesdes de coloragéo
laranja-amarronzada nas pétalas das flores abertas. Apds a infecgcao das flores, os
frutos recém formados caem e os calices ficam aderidos ao disco floral e, comumente,
sdo chamados de “estrelinhas” (FAGAN, 1984a; FEICHTENBERGER, 1991; AGOSTINI
et al., 1992; TIMMER et al., 1994).

No Brasil, a doenca foi descrita primeiramente no Rio Grande do Sul por
DORNELLES (1977) e constatada por PORTO et al. (1979) e, atualmente ocorre em
todos os Estados produtores como Sado Paulo, Rio de Janeiro, Parana, Bahia, Minas
Gerais, Goias e Amazonas, causando prejuizos variaveis dependendo, principalmente,
da ocorréncia de chuvas quando do pleno florescimento das plantas (GOES & KIMATI,
1997b).

AGOSTINI et al. (1992) descreveram trés formas de C. gloeosporioides
presentes nos citros FGG (“fast-growing gray”), SGO (“slow-growing orange”) e KLA
(*key lime anthracnose”). As formas SGO e KLA, responsaveis pela produgdo de
sintomas da podridao floral, foram reclassificados por BROWN et al. (1996) como C.
acutatum. As formas SGO e KLA apresentam caracteristicas morfolégicas bem
semelhantes, nao facilmente distinguiveis (AGOSTINI et al., 1992). Entretanto, do ponto
de vista genético sdo muito distintas (BROWN et al., 1996; GUERBER et al., 2003).

No Brasil, estudos referentes a identificagcao, caracterizagdo e patogenicidade de
C. acutatum em citros foram apresentados por GOES & KIMATI (1997a) e KURAMAE-
IZIOKA et al. (1997). Entretanto, estudos no contexto da variabilidade dessas formas

mostram-se ausentes ou escassos.



Quanto a sobrevivéncia de C. acutatum em citros, embora alguns autores
tenham abordado sobre a dindmica de populagdes e mecanismos de sobrevivéncia do
fungo (DENHAM & WALLER, 1981; AGOSTINI & TIMMER, 1992; TIMMER & ZITKO,
1993; AGOSTINI & TIMMER, 1994; TIMMER et al., 1994; ZULFIQAR et al., 1996),
estudos referentes a populagdes residuais ainda sao pouco entendidos, principalmente
no que se refere a quantidade de inoculo de C. acutatum em 6rgaos vegetativos em
ambiente natural e em plantas jovens.

O controle da doenga baseia-se, quase que exclusivamente na aplicacdo de
fungicidas durante o periodo de florescimento. Benomyl e captafol foram os mais
efetivos no controle da PFC em Belize (FAGAN, 1984b). Fungicidas pertencentes aos
grupos dos benzimidazdis, dicarboximidas, triazdis, folpet e misturas formuladas
(estrobilurinas + triazol; oxazolidinadiona + ditiocarbamato), aplicados isoladamente ou
em combinacgdo, tém-se mostrado eficiente no controle do agente causal, C. acutatum
(BRASIL, 2009). Entretanto, tem-se verificado na pratica que, mesmo sob condigdes
muito controladas na pulverizagdo, muitas vezes ndo se tem alcangcado o nivel de
controle desejado. Dentre alguns possiveis fatores que podem influenciar na efetividade
dos tratamentos, incluem-se o fungicida, a época de pulverizagédo e respectivo estadio
de florescimento. Possiveis mudancgas intrinsecas do patogeno também n&o podem ser
descartadas.

Os fungos, por apresentarem grande maleabilidade genética, podem tornar-se
resistentes a fungicidas de agéo especifica (KIMATI, 1995). A resisténcia pode ser de
laboratorio ou de campo. Alguns autores argumentam ter encontrado ‘resisténcia de
campo’ em estudos nos quais linhagens resistentes foram, na verdade, detectadas
apenas ap6s amostras do campo terem sido submetidas a selegdo subsequente por
exposi¢cao ao fungicida no laboratério (BRENT, 1995). Devido a grande utilizagéo e
fatores relacionados a aplicagdo de fungicidas na agricultura moderna, é de se esperar
que sua eficiéncia no campo possa diminuir em decorréncia da selecéo de isolados

resistentes de alguns fungos.



Diante do exposto e visto a importancia da PFC percebe-se a necessidade de
informacgbes basicas, porém, fundamentais, relacionadas a interagdo Colletotrichum
acutatum — Citrus sp., bem como aspectos pertinentes ao controle da doenca.

Os objetivos do presente estudo foram: (i) investigar se os sintomas de PFC
verificados nas flores de plantas citricas nos pomares do Estado de Sdo Paulo resultam
exclusivamente de apenas uma espécie de Colletotrichum; (ii) caracterizar
morfologicamente colOnias, conidios e apressoérios de isolados de C. acutatum; (iii)
caracterizar patogenicamente isolados de C. acutatum e avaliar o comportamento
diferencial de variedades de laranjeiras doces; (iv) determinar as condigbes de
sobrevivéncia no que se refere a quantidade de inéculo de C. acutatum em érgéos
vegetativos, em ambiente natural, e a quantidade de inéculo de C. acutatum em folhas,
em plantas novas; (v) avaliar o controle da doenca mediante emprego de fungicidas de
diferentes grupos quimicos isoladamente ou em combinacao; (vi) determinar estadios
de florescimento mais adequados para pulverizagbes buscando o melhor controle da
doenga; (vii) determinar a viabilidade técnica da aplicagdo de fungicida protetor e, ou
erradicante acompanhado ou ndo de aplicagbes subseqientes com fungicidas de
diferentes grupos quimicos; (viii) avaliar a atividade de fungicidas dos grupos quimicos
benzimidazol e carboximida na pré e pos-infeccdo de C. acutatum em casa de
vegetacdo; (ix) avaliar a atividade dos fungicidas benzimidazol e estrobilurina na

sensibilidade de C. acutatum, in vitro.

2. Revisado de Literatura

2.1. Histérico da doenga Podridéao floral dos citros

A Podridao floral dos citros (PFC) ou, Queda prematura dos frutos citricos

(QPFC) foi verificada pela primeira vez em 1957, em Belize, América Central,

infectando principalmente laranjeiras ‘Valéncia’ (Citrus sinensis (L.) Osbeck) (FAGAN,
1979). A doenca foi incialmente relatada na Argentina (SCHWARZ et al., 1978),



Colbmbia e Panama (FAGAN, 1979), Republica Dominicana (DENHAM, 1979),
Trindade (FAGAN, 1984a), México (OROZCO SANTOS & GONZALES GARZA, 1986),
Estados Unidos da América (McMILLAN Jr. & TIMMER, 1989), Costa Rica e Jamaica
(TIMMER et al., 1994). Segundo TIMMER et al. (1994), a doenga encontra-se presente
em todas as regides tropicais e subtropicais Umidas das Américas.

No Brasil, a PFC foi relatada inicialmente no Rio Grande do Sul (DORNELLES,
1977) e constada por PORTO et al. (1979) e, presentemente, ocorre em praticamente
todos os Estados produtores como Sao Paulo, Rio de Janeiro, Parana, Bahia, Minas
Gerais, Goias e Amazonas, causando prejuizos variaveis dependendo, principalmente,
da ocorréncia de chuvas, quando do pleno florescimento das plantas (GOES & KIMATI,
1997b).

No Estado de S&o Paulo, perdas significativas devido a PFC, ocorreram na
safra 1977/78 em muitos pomares, principalmente nas regides de Limeira, Araraquara,
Taquaritinga e Candido Rodrigues (FEITCHENBERGER, 1991). Na safra de 1990/91,
foram verificadas perdas de produgcdo em pomares localizados nos municipios de
Limeira, Campinas, Mogi Guacgu, Araras e Pirassununga, enquanto que nas safras de
1991/92, 1992/93 e 1993/94 a enfermidade afetou de forma severa as principais regides
produtoras paulistas, causando perdas de até 80% (FEICHTENBERGER, 1994;
PRATES et al, 1995; GOES & KUPPER, 2002).

Em condi¢cdes extremamente favoraveis ao desenvolvimento do fungo, as
perdas de producado podem chegar em até 100% (TIMMER, 1993). Devido a baixa taxa
de fixagdo de frutos em relacéo a quantidade de flores formadas, assim como as perdas
causadas por quedas naturais e outros fatores, estima-se que 5 a 6 frutos sejam
perdidos para cada 100 calices retidos, resultantes de infecgdes do fungo causal
(TIMMER & ZITKO, 1995).

2.2. Etiologia e sintomatologia da Podrid&o floral dos citros

O fungo agente causal da PFC é Colletotrichum acutatum J.H. Simmonds, cuja

fase teleomorfica &€ Glomerella acutata, ainda ndo encontrada na natureza. Foi descrito



originalmente como uma estirpe virulenta de Colletotrichum gloeosporioides (Penz.)
Penz. & Sacc. (FAGAN, 1979).

FAGAN (1980), estudando a patogenicidade, a taxa de crescimento sob
diferentes temperaturas e as caracteristicas culturais de diversos isolados de C.
gloeosporioides obtidos de cdlices, de pétalas infectadas e de folhas, em Belize,
constatou a ocorréncia de trés diferentes formas do fungo, designadas cgm, cgc e cgp.
Verificou que as formas cgm e cgc mostraram-se nao patogénicas quando inoculadas
em flores de plantas citricas, enquanto que a forma cgp revelou-se patogénica.

SONODA & PELOSI (1988) avaliaram isolados de C. gloeosporioides de citros
na Flérida de acordo com o aspecto, crescimento da colénia e resisténcia ao benomyl.
Os autores descreveram duas formas, uma de crescimento rapido, coloragcéo cinza e
mais sensivel ao benomyl e outra de crescimento lento, coloragédo laranja e menos
sensivel ao benomyl.

AGOSTINI et al. (1992) descreveram trés formas de C. gloeosporioides
presentes nos citros, que foram denominadas de acordo com as caracteristicas
morfoloégicas e patogénicas, como FGG (“fast-growing gray”), SGO (“slow-growing
orange”) e KLA (“key lime anthracnose”). A linhagem FGG apresenta crescimento
rapido em meio de cultura e coloragcdo acinzentada, conidios grandes com as
extremidades arredondadas e, geralmente, esta presente na forma quiescente
(SONODA & PELOSI, 1988; AGOSTINI et al., 1992; TIMMER et al., 1994; GOES &
KIMATI, 1997a; TIMMER & BROWN, 2000) causando infecgbes em ramos, folhas e em
frutos tanto em pré como em péds-colheita (FAWCETT, 1936; BROWN, 1975). A
linhagem SGO apresenta crescimento lento em meio de cultura, colénias com
pigmentacdo alaranjada, conidios menores com as extremidades pontiagudas e
apressorios clavados, enquanto a linhagem KLA, associada a antracnose do limao
‘Galego’ (C. aurantifolia (Swingle)), apresenta caracteristicas semelhantes a SGO,
porém com apressorios menores e arredondados.

Sintomas tipicos da podrid&o floral foram obtidos em flores de laranja ‘Valéncia’
(C. sinensis (L.) Osbeck) e de ‘Lima da Pérsia’ (C. limettioides Tanaka) somente através
da inoculagéo dos isolados do tipo SGO e KLA (SONODA & PELOSI, 1988; AGOSTINI



et al., 1992; TIMMER et al., 1994; GOES & KIMATI, 1997a; TIMMER & BROWN, 2000).
A forma SGO, responsavel pela PFC, possivelmente teve sua origem na Flérida, de
uma adaptacao da forma KLA (AGOSTINI et al., 1992).

LIYANAGE et al. (1992), através da utilizagdo de marcadores moleculares,
verificaram que as duas populac¢des de C. gloeosporioides presentes em laranja doce e
lima acida ‘Tahiti’ (C. aurantifolia Osbeck) apresentavam caracteristicas genéticas
distintas. Em estudo posterior, LIYANAGE et al. (1993) observaram diferencas na
enzima cutinase entre as formas SGO e FGG, assim como GANTOTTI & DAVIS (1991)
observaram diferengcas em diversas outras enzimas.

BROWN et al. (1996), posteriormente, através de testes de patogenicidade,
confirmaram, inicialmente, que os isolados de SGO infectavam somente flores de
laranja doce, os isolados de KLA afetavam tanto flores de laranja doce como folhas de
limédo ‘Galego’, enquanto que os isolados de FGG ndo causavam infeccao em nenhum
dos hospedeiros. Através de PCR com primers especificos para C. acutatum e C.
gloeosporioides, e através do sequenciamento da regido ITS do rDNA, os isolados SGO
e KLA, causadores da podridao floral, foram entado reclassificados como C. acutatum e
os isolados FGG como C. gloeosporioides.

KURAMAE-IZIOKA et al. (1997) observaram polimorfismo entre os isolados
mediante analises de RAPD, e dividiram os isolados em dois grupos, grupo 1
correspondendo a forma FGG e grupo 2 vinculado a forma SGO.

GOES & KIMATI (1997a), em estudo com isolados de C. acutatum e C.
gloeosporioides de citros provenientes de varias regides do Brasil verificaram a
existéncia das mesmas formas descritas por AGOSTINI et al. (1992), constatando que é
possivel separar os grupos SGO, KLA e FGG em fun¢éo do formato predominante dos
apressorios e de suas dimensdes. Em relagao as caracteristicas patogénicas, GOES &
KIMATI (1997b) confirmaram que apenas os isolados SGO e KLA causaram sintomas
de podridao floral quando inoculados em flores de laranjeira ‘Péra’.

Colletotrichum acutatum, agente causal da PFC produz conidios que
apresentam, em sua maioria, uma das extremidades fusiforme e a outra arredondada e

sdo menores que os conidios de C. gloeosporioides. Este patdgeno raramente produz



setas e forma apressorios clavados (AGOSTINI et al., 1992; TIMMER, et al., 1994;
GOES & KIMATI, 1997a). Além disso, isolados de C. acutatum mostraram-se
insensiveis ao benomyl in vitro, constituindo-se um meio semi-seletivo para diferenciar
C. acutatum de C. gloeosporioides (SONODA & PELLOSI, 1988; GOES & KIMATI,
1998; PERES et al., 2002).

Os sintomas de PFC mostram-se evidentes inicialmente nas flores abertas. As
flores infectadas apresentam manchas de coloragdo marrom ou péssego que
posteriormente podem apresentar tonalidade salmé&o-réseo devido a formacdo de
frutificacdes do fungo (acérvulos) na superficie. Quando em ataques severos, estas
podem ocorrer antes mesmo da abertura dos botdes florais, provocando um completo
crestamento (TIMMER et al., 1994). As pétalas afetadas permanecem firmemente
aderidas ao disco basal, adquirem consisténcia rigida e seca e de coloragéo rosa pardo
(TIMMER et al., 1994; TIMMER & BROWN, 2000). Os frutos recém formados ficam
amarelados e caem rapidamente, enquanto que os discos basais, calices e pedunculos
ficam fortemente aderidos aos ramos e recebem o nome de “estrelinhas” (FAGAN,
1984a; FEICHTENBERGER, 1991; AGOSTINI et al., 1992). Estas “estrelinhas” podem
permanecer aderidas aos ramos por até 18 meses, cujas plantas, quando com muitos
calices do ano anterior, ndo florescem e comportam-se como se estivessem suportando
frutos, podendo também comprometer a florada seguinte (FEICHTENBERGER, 1991).
As folhas ao redor da inflorescéncia doente sao frequentemente pequenas, deformadas,
com nervuras grossas, dando aos ramos uma aparéncia de roseta (TIMMER et al.,
1994; TIMMER & BROWN, 2000). Associado a isso, ramos contendo calices retidos
apresentam alteragdes fisiologicas significativas, resultantes do desbalango nutricional
(GOES & CRESTE, 2000) e efeitos hormonais (TIMMER & BROWN, 2000; CHUNG et
al., 2002; CHUNG et al., 2003; LI et al., 2003).



2.3. Ciclo de vida de Colletotrichum acutatum e epidemiologia da Podridéo floral

dos citros

A sobrevivéncia do fungo C. acutatum da-se por meio de apressorios formados
na superficie de folhas, ramos e calices retidos. Em condicbes de molhamento
prolongado e presencga de nutrientes encontrados em pétalas, o apressério germina e
emite uma hifa sobre a cuticula da folha, dando origem aos primeiros conidios, sem a
formacdo de acérvulo. Com o surgimento de novas flores, os conidios livres na
superficie das folhas e calices retidos sé&o dispersos por respingos de agua e atingem
as pétalas onde penetram diretamente, sem a formacao de apressorio. Os conidios de
C. acutatum sdo produzidos em abundancia nos acérvulos em flores infectadas e
disseminados pelos respingos de agua para flores sadias durante o periodo de floragao.
Quando na auséncia de flores, o ciclo reinicia na sobrevivéncia em folhas, calices
retidos e ramos (TIMMER et al., 1994; ZULFIQAR et al., 1996). Aparentemente,
apressorios da forma SGO perdem a viabilidade com o tempo, ocorre um declinio
gradual de algumas populagdes desta forma com a auséncia de flores (AGOSTINI &
TIMMER, 1992). Entado, C. acutaum comporta-se em citros como necrotrofico durante o
curto periodo de florescimento, no entanto, por muitos anos, o fungo pode viver
biotroficamente na forma de apressérios, como infec¢cdes quiescentes em tecidos
vegetais (AGOSTINI & TIMMER, 1994; ZULFIQAR et al., 1996; PERES et al., 2005).

A doencga PFC esta associada a alta umidade. Periodos prolongados de chuvas,
orvalho e neblina favorecem o desenvolvimento de epidemias, fazendo com que os
conidios produzidos nas inflorescéncias se disseminem rapidamente por toda a planta
e, ou, para as plantas vizinhas (DENHAM & WALLER, 1981; TIMMER & ZITKO, 1993).
As chuvas com ventos carregam as gotas de agua juntamente com os conidios,
aumentando assim a disperséo lateral (AGOSTINI et al., 1993).

Quanto a temperatura, verifica-se que esta ndo € tao importante quanto o
molhamento para a infecgdo do patdégeno. A faixa o6tima de temperatura para o
crescimento de C. acutatum ‘in vitro’ esta entre 23°C e 27°C (AGOSTINI et al., 1992;

GOES, 1995; PERES, 1998). Porém, o fungo desenvolve-se mesmo em temperaturas
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abaixo de 15°C (TIMMER et al., 1994). Apesar das baixas temperaturas reduzirem o
desenvolvimento da doenga em campo, estas reduzem também o desenvolvimento da
florada, podendo prolongar o periodo em que as flores estdo suscetiveis as infecgdes
(TIMMER, 1993; TIMMER et al., 1994).

A PFC afeta praticamente todas as variedades de citros de interesse comercial.
Estudos de patogenicidade com flores de laranja-doce, limao ‘Galego’, ‘lima da Pérsia’ e
tangelo ‘Orlando’ demonstraram haver pequena variagao na suscetibilidade de pétalas
dessas variedades ao C. acutatum (AGOSTINI et al., 1992; BROWN et al., 1996; GOES
& KIMATI, 1997b; PERES et al., 2008).

Segundo TIMMER et al. (1994), as condigdes que propiciam a ocorréncia de
mais de uma florada, e, ou variedades que florescem mais de uma vez por ano,
favorecem a ocorréncia da doenca. Em razéo disso as perdas s&o geralmente mais
severas em regides tropicais e em variedades com multiplas floradas. No Brasil, a
doencga € mais severa em limdes verdadeiros (C. limon (L.) Burm.), nas limas acidas
‘Tahiti’ e ‘Galego’ e na laranja ‘Péra’, espécies essas que apresentam varios surtos de
floracdo (FEICHTENBERGER, 1991).

No Estado de Sao Paulo, as epidemias s&o freqlientes e podem causar perdas
em quase todos os anos (PERES et al., 2002). Na Flérida, a doenga pode causar sérias
epidemias em alguns anos e praticamente nenhuma perda em outros anos, enquanto
em areas de clima tropical umido, como Belize, sul do México e Costa Rica, a doencga
chega a ser um fator limitante para a producdo dos citros (FAGAN, 1979; OROZCO
SANTOS & GONZALES GARZA, 1986; TIMMER & BROWN, 2000; PERES et al.,
2002).

2.4. Sobrevivéncia de Colletotrichum acutatum

A espécie C. acutatum apresenta formas diversificadas quanto a sua
sobrevivéncia. Dentre essas incluem-se a sobrevivéncia em tecidos vivos das plantas
(AGOSTINI et al., 1992; AGOSTINI & TIMMER, 1994; TIMMER et al., 1994; ZULFIQAR
et al., 1996; ADASKAVEG & FORSTER, 2000; LEANDRO et al., 2001; DeMARSAY &
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OUDEMANS, 2003; LEANDRO et al., 2003a; LEANDRO et al., 2003b; DeMARSAY &
OUDEMANS, 2004), em hospedeiros alternativos (FREEMAN et al., 2000; FREEMAN
et al., 2001; HOROWITZ et al., 2002) e no ambiente (EASTBURN & GUBLER, 1990;
NORMAN & STRANDBERG, 1997; URENA-PADILLA et al., 2001; FREEMAN et al.,
2002).

Em PFC, a sobrevivéncia de C. acutatum da-se na forma de apressoérios como
infecgbes quiescentes. Estes apressoérios formados em tecidos maduros s&o essenciais
para sobrevivéncia de C. acutatum (AGOSTINI et al., 1992; AGOSTINI & TIMMER,
1994; TIMMER et al., 1994; ZULFIQAR et al., 1996).

As formas FGG e SGO comportam-se completamente diferentes na superficie de
folhas de citros. Apressorios da forma FGG produzem infecgdes quiescentes que se
desenvolvem somente quando o tecido da folha estad debilitado ou senescente. Os
apressorios dessa forma ndo respondem a umidade ou a nutrientes como extratos de
pétalas. Ao contrario, apressorios da forma SGO germinam e produzem hifa e conidio
na superficie da folha quando na presenga de umidade e extratos de pétalas (TIMMER
et al., 1994).

De acordo com DENHAM & WALLER (1981), a forma SGO sobrevive sob tecidos
vivos, forma apressorios e produz infecgdes quiescentes semelhantes a forma FGG.

AGOSTINI & TIMMER (1994) mediante estudos da dinamica populacional e
sobrevivéncia, conduzidos sob condicbes de campo, em laboratério e em casa de
vegetacdo, observaram que a populagdo da forma SGO declinou apés o periodo de
florescimento. De acordo com os autores, possivelmente ndo houve reproducao dessa
forma em tecidos mortos. Além disso, a baixa populagdo de propagulos indicou uma
baixa capacidade saprofitica dessa forma em tecidos mortos, contrariamente para a

forma FGG, que manteve-se estavel durante o ano inteiro.

2.5. Controle da Podridao floral dos citros

O controle da PFC fundamenta-se basicamente em pulverizacao com fungicidas
na época da florada (DENHAM, 1979; FAGAN, 1984Db).
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No Brasil, diversos estudos demonstraram que os fungicidas benomyl e captafol,
aplicados isoladamente ou em combinagdes variadas, foram considerados como um
dos produtos mais eficientes para o controle da doenca (PORTO et al, 1979; SOUZA
FILHO et al., 1979; PORTO, 1981a, 1981b; ROSSETTI et al., 1981; MELO & MORAIS,
1991; GOES et al.,, 2000; ROBERTO & BORGES, 2001). Resultados semelhantes
foram também observados na Flérida, Estados Unidos da América (McMILLAN Jr,
1991; TIMMER & ZITKO, 1991, 1992, 1996; PERES et al., 2002). Entretanto, o uso de
tais fungicidas foi proibido desde as décadas de 80 e 90, do século passado. Outros
fungicidas também citados com a mesma finalidade foram o thiabendazole e
chlorothalonil (DENHAM, 1989).

Os fungicidas carbendazim, difenoconazole, trifloxystrobin, folpet, mancozeb,
ditiocarbamato, aplicados isoladamente ou em combinagéo, tém-se mostrado eficiente
no controle da doenca (GOES et al., 2000; PERES et al., 2002; GALLI et al., 2002;
GOES et al., 2008).

O longo periodo de exposicao das flores, associado a um periodo critico de
infeccao relativamente curto e longos periodos de chuva durante o florescimento
dificultam o planejamento e a execugdo das pulverizagbes. Quando sob condi¢bes
ambientais favoraveis ha uma elevada reproducdo do patégeno, com conseqiiente
expressao de sintomas. Nessas circunstancias, a doenga manifesta-se de forma
exponencial, 0 que nao permite atraso na execugao de programas de controle, mesmo
quando sao utilizados fungicidas adequados (GOES et al., 2008).

Tem-se observado que a eficiéncia de um programa de controle da doencga néo é
constante todos os anos, independente das combinagcbes dos fungicidas avaliados
(PORTO, 1981a; PORTO, 1981b). Nesse aspecto, para a tomada de decisdo deve-se
levar em conta o historico da doenca na area, as condi¢gdes ambientais, o estadio de
desenvolvimento da flor, a capacidade operacional, a variedade e o potencial histérico
de produtividade.

Um modelo de previsado para determinar a possibilidade de ocorréncia da doenca
e auxiliar na aplicagéo de fungicidas foi desenvolvido na Florida (TIMMER & ZITKO,

1993). O modelo baseia-se, originalmente, no numero de flores com sintomas por
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arvores e na quantidade de chuva durante os ultimos cinco dias. Posteriormente, este
modelo foi modificado para incluir a quantidade de horas de molhamento foliar apés a
ocorréncia de chuvas (TIMMER & BROWN, 2000; TIMMER et al., 2002). PERES et al.
(2002), também desenvolveram um modelo de previséo para controle da podridéo floral
nas condi¢cdes de ltapetininga/SP, Brasil, visando, essencialmente, a quantidade de
indculo disponivel no pomar.

GOES et al. (2008) verificaram que o controle da PFC foi efetivo nas regides de
Rinc&o/SP e Santa Cruz do Rio Pardo/SP, quando utilizados os fungicidas carbendazim
e folpet, e que uma unica aplicagédo em flor aberta n&o controla a doenga, indicando que
o fungicida deve ser aplicado antes, nas fases designadas ‘cabeca-de-fésforo’ e em
‘cotonete’.

O controle da doenca pode ser implementado na forma preventiva, mesmo
quando sao utilizados fungicidas sistémicos. A baixa temperatura, durante o periodo de
floracdo, pode prorrogar o florescimento por até 60 dias. Este prolongamento do
periodo de florescimento é favoravel para o desenvolvimento do patégeno,
principalmente, quando da presenca de flores abertas nas plantas. Nestas
circunstancias, e especialmente com elevada pressdo de indéculo e condigcbes
ambientais favoraveis, a aplicacdo de fungicidas protetores durante o florescimento é
essencial. A aplicacdo de fungicida protetor seguido de sistémico, em etapas
posteriores, mostrou redugdes significativas da doenga em campo. O fungicida protetor
aplicado isoladamente possivelmente reduz a populagdo do patdégeno que sobrevive em
infecgbes quiescentes (GOES et al., 2008).

Atualmente os fungicidas registrados para o controle de C. acutatum sdo os
pertencentes aos grupos quimicos dos fungicidas benzimidazéis (carbendazim e
tiofanato metilico), triazéis (difenoconazole e tebuconazole), dicarboximida (folpet) e
misturas formuladas (estrobilurinas + triazol; oxazolidinadiona + ditiocarbamato)
(BRASIL, 2009).
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2.6. Modo de agéo dos fungicidas benzimidazois, estrobilurinas e dicarboximidas

O inicio da aplicagao de fungicidas em larga escala para o controle de doencgas
em plantas esta vinculado a descoberta da calda bordalesa por Millardet, em 1882. A
partir de 1960, o controle quimico de doencas de plantas assistiu grandes mudancas,
principalmente com a ampla aceitagdo de fungicidas sistémicos (EDGINGTON et al.,
1980).

A grande capacidade seletiva e especificidade dos fungicidas sistémicos
curativos, que lhes permitem aumentar sua eficiéncia em relacdo aos fungicidas
protetores e erradicantes, €, ao mesmo tempo, a causa de sua vulnerabilidade. Os
fungos, por apresentarem grande maleabilidade genética, podem tornar-se resistentes a
esses fungicidas de agao especifica. Em condi¢des de laboratorio, podem se conseguir
mutantes de todos os fungos, resistentes a todos os fungicidas sistémicos ja testados
(KIMATI, 1995).

A pressao de selecao exercida sobre a populagédo do fungo &, provavelmente, o
fator mais importante envolvido na selegédo da resisténcia. Quanto maior a pressao de
selegcdo contra a populagao original (selvagem), mais rapida sera a substituicao desta
por individuos resistentes. Altas pressdes de selecdo, assim, anulam a competicéo por
sitios de infecgdo, como consequéncia, anulam qualquer eventual desvantagem seletiva
que possam ter os individuos resistentes. Dentre os principais fatores que levam a uma
maior pressdo de selecao estdo: (i) maior eficiéncia do fungicida, (ii) maior freqtiéncia
de aplicacdo do fungicida, (iii) melhor cobertura e maior persisténcia do fungicida, (iv)
maior diferenca em sensibilidade entre individuos resistentes e sensiveis e, (v) menor
ingresso e/ou manutencdo de individuos sensiveis na area considerada (GHINI &
KIMATI, 2000; BERGAMIN FILHO & AMORIM, 2001).

Com base nesses fatores, varias medidas sdo recomendadas para diminuir o
risco de selecdo de individuos resistentes numa determinada area, como: (i) evitar
tratamentos repetitivos com o mesmo fungicida; (ii) usar misturas formuladas; (iii)
alternar produtos apropriados; (iv) limitar o numero de aplicagbes; (v) espacar as

aplicagdes no tempo; (vi) evitar uso erradicante ou curativo do fungicida; (vii) usar o
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fungicida como protetor; (viii) usar dosagem recomendada; (ix) integrar o tratamento
quimico com taticas de controle ndo-quimicas (HEANEY et al.,, 1994; BRENT, 1995;
BRENT & HOLLOMON, 1998; KENDALL & HOLLOMON, 1998).

Dos diversos fatores que podem influenciar a origem e a posterior selegcdo de
mutantes resistentes a fungicidas, pode-se citar: (i) grupo quimico; (ii) freqiéncia de
mutacao; (iii) eficiéncia do fungicida; (iv) freqiéncia de aplicagéo; (v) cobertura do
fungicida na planta; (vi) diferenca de sensibilidade entre populacdes sensiveis e
resistentes (BERGAMIN FILHO & AMORIM, 2001).

Os mecanismos que conferem resisténcia aos fungicidas diferem nos termos,
resisténcia qualitativa e resisténcia quantitativa. Geralmente, linhagens fungicas
resistentes originam-se por meio de mutacdo. A freqliéncia de aparecimento de
mutantes resistentes € funcao, principalmente, do grupo quimico a que pertence o
fungicida em questdo: ha grupos que agem em uma ou poucas rotas metabdlicas do
fungo, conferindo o surgimento da resisténcia qualitativa; ao contrario de outros, que
agem em multiplas rotas metabdlicas, em que a resisténcia € quantitativa. Outros dois
fatores contribuem para a ocorréncia de mutantes resistentes: tamanho da populacao
do fungo no momento da aplicagéo, onde, quanto maior a populagdo, maior a chance
de ocorréncia de mutantes resistentes e, presenca de reprodugao sexual, ja que essa
pode aumentar a ocorréncia de individuos resistentes (BERGAMIN FILHO & AMORIM,
2001).

O citoplasma de células eucaridticas é suportado por uma estrutura tri-
dimensional de filamentos denominados de citoesqueleto. Estes filamentos s&o
divididos em trés grupos: microfilamentos, filamentos intermediarios e microtubulos. Os
microtubulos sédo constituidos de duas proteinas tubulares, a alfa e a beta-tubulina. Os
fungicidas benzimidazoéis afetam especificamente a divisdo celular pela inibicdo da
biossintese da beta-tubulina. Assim, a formac¢ao dos microtubulos, formadores do fuso
mitotico é distorcida, prejudicando a diviséo celular e nuclear, essencial ao crescimento
micelial e producédo de esporos (HASSAL, 1990; KENDALL et al., 1994; BRENT, 1995;
WHEELER et al., 1995).
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As estrobilurinas agem através da inibicdo da respiragdo mitocondrial,
bloqueando a transferéncia de elétrons entre os citocromos b e c1. A interferéncia
exercida pelo fungicida impede a liberacdo de energia e a producao de ATP (BRENT,
1995; KOELLER, 1998; LEROUX, 1996; YPEMA & GOLD, 1999).

O principal mecanismo de fungitoxicidade dos fungicidas de ac&o n&o-especifica,
como por exemplo, as dicarboximidas é de atuar no residuo da tiol cisteina e no
bloqueio de residuos essenciais de cisteina (KOELLER, 1998).

A resisténcia pode ser de laboratério ou de campo, se as linhagens resistentes
do fungo s&o observadas em meio de cultura contendo fungicida ou em plantas.
Observacgdes de resisténcia geradas em laboratoério e a deteccéo de linhagens raras ou
fracamente resistentes no campo foram mal interpretadas por pesquisadores ou por
competidores comerciais em algumas ocasides, indicando como falhas reais ou
iminentes da performance pratica de um produto, quando de fato, um bom controle
ainda estava sendo garantido. Alguns autores argumentam ter encontrado ‘resisténcia
de campo’ em estudos nos quais variantes resistentes foram, na verdade, detectados
apenas ap6s amostras do campo terem sido submetidas a selegdo subsequiente por
exposicao ao fungicida no laboratorio (BRENT, 1995).

Quando um mesmo fator genético governa a resisténcia e/ou sensibilidade a dois
ou mais fungicidas, tem-se a resisténcia cruzada. Existe ainda a resisténcia multipla,
onde fatores genéticos diferentes conferem resisténcia a dois ou mais fungicidas com
mecanismos de acgao distintos (GHINI & KIMATI, 2000).

Os primeiros registros de patdgenos que mostraram-se resistentes a fungicidas
foram: Pyrenophora avenae a organomercuriais, Venturia inaequalis e Botrytis cinerea a
benzimidazéis, Phytophthora infestans e Plasmopara viticola a fenilamidas, Botrytis
cinerea a dicarboximidas, Blumeria graminis a DMIs, Ustilago nuda a carboxanilidas,
Blumeria graminis a morfolinas e Blumeria graminis a estrobilurinas (HEWITT, 1998).

Colletotrichum acutatum em citros demonstrou baixa sensibilidade ao benomyl in
vitro (SONODA & PELOSI, 1988; RODRIGUES & LEON, 1993; GOES & KIMATI, 1998;
PERES et al., 2002; PERES et al., 2004). PERES et al. (2002) concluiram que o
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benomyl n&o restringe a producdo de conidios em tecidos sintomaticos infectados,
porém ele reduz a viabilidade de inéculo existente.

Segundo BRENT (1986 e 1994), o monitoramento da resisténcia envolve
diversas fases e atividades. Visa prever o seu aparecimento, investigar suspeitas de
sua ocorréncia pratica, avaliar estratégias que possam evita-la, acompanhar o seu
comportamento ao longo do tempo, orientar a selecdo e uso de fungicida e avancgar o
conhecimento sobre o assunto (BRENT, 1986).

Os fungos, por apresentarem grande maleabilidade genética, podem tornar-se
resistentes a fungicidas de acao especifica (KIMATI, 1995). Devido a grande utilizagéo
e fatores relacionados a aplicagdo de fungicidas na agricultura moderna, é de se
esperar que sua eficiéncia no campo possa diminuir em decorréncia da selegdo de

isolados resistentes de alguns fungos.
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CAPITULO 2 — VARIABILIDADE DE ISOLADOS DE Colletotrichum acutatum EM
CITROS

Resumo - A doenga PFC causada por Colletotrichum acutatum é considerada um sério
problema principalmente nas regides umidas onde se produz citros. Entretanto,
aspectos relacionados a caracterizagado do patégeno tém sido contestados. Isolados de
C. acutatum oriundos de flores sintomaticas de variedades de citros de diferentes
regides foram identificados mediante PCR com primers taxon-especificos,
caracterizados quanto a coloragdo das coldnias, do bordo e do reverso, presenca de
setores, indice de crescimento micelial, didametro das colbnias, esporulagdo, morfologia
dos conidios e apressoérios e, avaliados quanto a patogenicidade e comportamento de
variedades. Posteriormente, foram realizadas analises exploratérias, a fim de agrupar
os isolados avaliados. Os estudos de PCR realizados com o primer especifico para C.
acutatum, Cglnt2, confirmaram a identidade dos isolados como pertencentes a espécie
Colletotrichum acutatum. Mediante as analises morfoldgicas, observou-se ampla
variabilidade entre os isolados de C. acutatum, apenas os conidios e apressorios
apresentaram o mesmo formato para todos os isolados, indicando, portanto,
polimorfismo entre populacdes de C. acutatum. Testes de patogenicidade revelaram
que todos os estadios florais e a fase de ‘chumbinho’ mostraram-se suscetiveis ao
patogeno, com variagdes nas infecgbes. Flores de plantas citricas das variedades de
laranjas doce ‘Péra’, ‘Natal’, ‘Valéncia’, ‘Hamlin’ e ‘Folha Murcha’ sdo suscetiveis a C.
acutatum. As analises de agrupamentos e componentes principais permitiram identificar
seis grupos de isolados segundo as variaveis morfolégicas. Através das analises
exploratérias observou-se que, In vitro, isolados provenientes de uma mesma variedade
e mesma regido geografica podem apresentar diferentes caracteristicas morfologicas,
assim como isolados de diferentes variedades e regibes podem apresentar

caracteristicas diferentes.

Palavras-chave: Podridao Floral dos Citros, Citrus sinensis, caracterizagao.
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2.1. Introducéo

O fungo agente causal da Podridao floral dos citros (PFC) ou Queda prematura
dos frutos citricos (QPFC) €& Colletotrichum acutatum J.H. Simmonds, descrito
originalmente como uma estirpe virulenta de Colletotrichum gloeosporioides (Penz.)
Penz. & Sacc. (FAGAN, 1979).

As flores infectadas por C. acutatum apresentam manchas de coloragdo marrom
ou péssego que, posteriormente, podem tornar-se de tonalidade salmao-réseo. Quando
em ataques severos, essas lesdes podem ocorrer antes mesmo da abertura dos botdes
florais (TIMMER et al., 1994). As pétalas afetadas permanecem firmemente aderidas ao
disco basal, adquirem consisténcia seca e rigida e apresentam coloragéo rosa pardo
(TIMMER et al., 1994; TIMMER & BROWN, 2000). Os frutos recém formados ficam
amarelados e caem rapidamente, enquanto que, os discos basais, calices e pedunculos
ficam mais fortemente aderidos aos ramos e recebem o nome de “estrelinhas” (FAGAN,
1984a; FEICHTENBERGER, 1991; AGOSTINI et al., 1992).

AGOSTINI et al. (1992) descreveram trés formas de C. gloeosporioides
presentes nos citros, FGG (“fast-growing gray”), SGO (“slow-growing orange”) e KLA
(“*key lime anthracnose”). A forma FGG apresenta crescimento rapido em meio de
cultura e coloracao acinzentada, conidios grandes com as extremidades arredondadas
e, geralmente, presente na forma quiescente. As formas SGO e KLA apresentam
caracteristicas morfolégicas bem parecidas, dificeis de distingui-las, crescimento lento
em meio de cultura, colénias com pigmentagao alaranjada, conidios menores com uma
das extremidades de formato obtuso e apressoérios clavados, no caso de SGO, e
arredondados para KLA.

BROWN et al. (1996), através de testes de patogenicidade confirmaram que os
isolados da forma SGO infectavam somente flores de laranja doce, enquanto os do tipo
KLA afetavam tanto flores de laranja doce como folhas de limdo ‘Galego’. Por outro
lado, isolados da formas FGG ndo causavam infecgdo em nenhum dos hospedeiros.

Segundo esses autores, mediante PCR e sequenciamento da regido ITS do rDNA, os
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isolados SGO e KLA foram entdo reclassificados, como C. acutatum, enquanto os
isolados FGG foram identificados como C. gloeosporioides.

KURAMAE-IZIOKA et al. (1997), estudaram aspectos morfoldgicos, patogénicos
e moleculares de Colletotrichum em citros e classificaram os isolados em dois grupos,
provavelmente formados por C. gloeosporioides e C. acutatum. Entretanto, nesses
estudos além de se contemplar apenas um pequeno numero de isolados, foram
analisadas duas formas de Colletotrichum.

Os objetivos do presente estudo foram: (i) investigar a possivel ocorréncia de
mais de uma espécie de Colletotrichum associada aos sintomas da podridao floral dos
citros em flores coletadas em regides produtoras do Estado de Sao Paulo, com histérico
da doencga; (ii) caracterizar morfologicamente colonias, conidios e apressorios de
isolados de C. acutatum; (iii) caracterizar patogenicamente isolados de C. acutatum e
avaliar o comportamento diferencial de variedades inoculadas e (iv) identificar e

caracterizar grupos de isolados formados mediante analises exploratérias.

2.2. Material e Métodos

2.2.1. Origem, cultivo e preservacao dos isolados de Colletotrichum spp.

Foram coletadas flores e botdes florais com sintomas tipicos de Podridao floral
dos citros, nos anos de 2007 e 2008, das variedades de laranja doce (Citrus sinensis
(L.) Osbeck), Péra (P), Natal (N), Valéncia (V), Folha Murcha (FM), Lima (L), Lima
Verde (LV), Baia (B) e Hamlin (H), sendo colhida apenas uma flor sintomatica de cada
planta. A procedéncia dos isolados foi de pomares localizados nos municipios de
Itapetininga (1), Santa Cruz do Rio Pardo (S) e Brotas (B), no Estado de S&o Paulo
(Tabela 1). Tais localidades foram selecionadas mediante os antecedentes histéricos da

doencga nessas areas.



21

Tabela 1. Relagdo dos isolados de Colletotrichum acutatum avaliados na identificagdo molecular,

caracterizagdo morfologica e caracterizagéo patogénica.

Designacao dos isolados

pP2B*
P3B**
P5B
P6B
p7B**
P8B
P10B
N1B*
N2B
N3B
N4B
N5B
N6B*
N7B
N8B
NOB**
N10B
V1B
V2B
V3B*
V4B
V5B
V6B
V7B**
V8B
VoB

v10B*
FM1B**
FM2B
FM3B
FM4B
FM5B
FM6B
FM7B*
FM8B
FM9B
FM10B*
L1B
L2B
L3B
L4B
L5B**
L6B
L7B*
L8B
L9B*
L10B
LV1B
Lv2B*
Lv3B**
Lv4B
LV5B

LveB*
LV7B
Lv8B
LVoB
LVvV10B
B1B
B2B**
B3B
B4B
B5B*
B6B
B7B**
B8B
B9B
B10B
H1B
H2B*
H3B*
H4B
H5B
H6B
H7B
H8B
H9B
H10B**
P21

P3
P4l
P5I*
Pl
Pl
P10l
P11
P12l
P14l
NI
N2|
N3I*
N4l
N5|
NG
N7I*
N8|
NOI
N0l
N11I**
VAI*
V5|
vl
VoI
V10l
V11|

V12l
V13I*
P1S
P2S
P3S
P5S
P6S*
pP8s*
P10S**
P12S
N1S*
N2S*
N3S
N4S**
NG6S
N7S
N10S
V1S
V2S
V55**
V6S
V7S
V8S
VoS*
V10S*
V118

P: ‘Péra’; N: ‘Natal’; V: ‘Valéncia’; FM: ‘Folha Murcha’; L: Lima; LV: ‘Lima Verde’; B: ‘Baia’; H: ‘Hamlin’.

B: Brotas; I: Itapetininga; S: Santa Cruz do Rio Pardo.

* isolados avaliados na caracterizagdo morfologica

** isolados avaliados na caracterizagdo morfolégica e patogénica

O isolamento foi efetuado retirando-se fragmentos de pétalas de pelo menos 100

flores sintomaticas, de cada variedade e local, que passaram por uma desinfestagéo
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superficial em alcool etilico durante 30 segundos e, hipoclorito de sédio por 30
segundos, seguido de lavagem em agua destilada esterilizada. Os tecidos
desinfestados foram transferidos para placas de Petri contendo meio BDA (batata-
dextrose-agar), seguido de incubacao durante 10 dias a 25°C+2°C e fotoperiodo de 12
horas. A partir de culturas puras, foram obtidas culturas monosporicas, seguido do seu
armazenamento e preservagdo em agua destilada, segundo o Método CASTELLANI
(1939).

2.2.2. ldentificagcdo molecular de isolados de Colletotrichum spp.

Um total de 130 isolados de Colletotrichum sp. foram selecionados para a
identificacado molecular (Tabela 1). Estes foram cultivados em frascos Erlenmeyer de
250mL contendo meio de cultura liquido batata-dextrose (BD), onde foi depositado um
disco de colbnia de cada um dos isolados, que foi cultivado por 15 dias a 25°C+2°C e
luz continua. ApoOs esse periodo foi feita a separacéo rapida do mesmo do meio de
cultura, através de peneiras de pequena trama. Em seguida o micélio foi lavado com
agua destilada, escorrido e colocado para secar a temperatura ambiente, por cerca de 8
horas. Apdés a secagem procedeu-se a sua maceragdo empregando-se nitrogénio
liquido.

O po6 seco obtido na maceragao foi posteriormente depositado em tubos do tipo
Eppendorf e estocados a -20°C.

As extracdes de DNA foram baseadas no protocolo de KURAMAE-IZIOKA et al.
(1997), com alguns ajustes a fim de se otimizar a extragdo. A cada tubo Eppendorf foram
acrescentados 750 pL de tampé&o de extracao (Tris-HCI 10mM pH 8.0, EDTA 100mM e
SDS 0,5%). Os tubos foram mantidos em banho-maria a 60-65 °C durante 30 minutos,
sendo agitados a cada 10 minutos. Apds serem retirados do banho-maria, foram
acrescentados aos tubos 400 pL de acetato de potassio 5M. Misturou-se a solugéo por
inversao e incubou-se no gelo por 30 minutos, invertendo-se os tubos a cada 10
minutos. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 15294 x g por 10 minutos e

o sobrenadante transferido para tubos novos, sendo acrescentado a este um volume de
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cloroférmio:alcool isoamilico (24:1). A solugao foi misturada por inversdo durante 2
minutos e centrifugou-se novamente a 15294 x g por 10 minutos. O sobrenadante foi
transferido para tubos novos e, novamente tratado com cloroférmio:alcool isoamilico
(24:1), sob as mesmas condigdes. Posteriormente, a fase superior foi transferida para
tubos novos e foram acrescentados 1000 uL de etanol absoluto gelado (6°C). Misturou-
se a solucao e levou-se ao freezer -20°C ‘overnight’.

Apés a precipitacdo do DNA em etanol, os tubos foram centrifugados a 15294 x g
por 20 minutos, descartando-se a fase liquida com cuidado para nido dispensar o
residuo de DNA. A seguir, o residuo foi lavado com 1000 pL de etanol 70% e os tubos
foram centrifugados a 15294 x g por 10 minutos. A fase liquida foi novamente
descartada e o residuo foi colocado para secar em camara de fluxo laminar por cerca
de uma hora. Posteriormente, o residuo foi ressuspendido em 80 uL de Tampéo TE
(Tris-HCI 1M pH 8,0 e EDTA 0,5M pH 8,0) por 24 horas a temperatura de 4°C. A
avaliacdo da quantidade do DNA e da sua qualidade foi realizada com o auxilio de um
biofotdmetro.

A colecéo de isolados foi submetida a reagdo PCR com primers desenhados e
desenvolvidos por MILLS et al. (1992), para amplificacdo de uma banda exclusiva de
cerca de 500 pb, designados Calnt2 (5GGGGAAGCCTCTCGCGGY’), especifico para
C. acutatum e Cgint (5’GGCCTCCCGCCTCCGGGCGGT’), especifico para C.
gloeosporioides, os quais foram utilizados em conjunto com o primer ITS4 para
amplificacéo da regido ITS (WHITE et al., 1990).

Como padrées de amplificacao foram utilizados um isolado de C. acutatum,
proveniente de flores sintomaticas de podriddo floral em citros e um isolado de C.
gloeosporioides, proveniente de paniculas sintomaticas de antracnose em mangueira,
previamente identificados, mediante sequenciamento da regido I1TS1-5.8S-ITS2
amplificada, utilizando-se o par de primers ITS1/ITS4 (WHITE et al., 1990). Ambas as
espécies de Colletotrichum, C. acutatum e C. gloeosporioides foram seqlienciadas no
Laboratorio de Bioquimica de Plantas e Microorganismos, do Departamento de
Tecnologia, da FCAV/UNESP, em Jaboticabal.
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As reacdes de PCR foram realizadas utilizando-se tampéo 1X (KCI 50 mM, Tris-
HCI 200mM, pH 8,4); dNTP’s (dATP, dTTP, dGTP, dCTP, 2,5 mM de cada) 0,2 mM,
1,5U de Taq DNA polimerase, MgCl, 2 mM, primer iniciador 5 pmol, 60 ng de DNA e
agua pura estéril g.s.p. 20uL. Para a amplificagdo com os pares de primers Calnt2/ITS4
e CgInt/ITS4 as reacgbes foram realizadas em um termociclador PTC-100 Programmable
Thermal Controller - MJ Research, inc., sendo utilizados um ciclo a 95°C por 5 minutos,
36 ciclos a 94°C por 1 minuto, 64°C por 1 minuto para amplificacdo com o primer
Calnt2/ITS4 ou a 54°C para o CgInt/ITS4 e 72°C por 1 minuto e 30 segundos, e para
finalizar 1 ciclo a 72°C por 10 minutos. O produto da PCR foi revelado por eletroforese
em tampéo TEB 1X (Tris 89mM, acido bérico 89mM, EDTA 2,5mM, pH 8,3), utilizando
gel de agarose 1,0 %, contendo brometo de etidio (0,5ug/mL) e visualizadas sob luz UV
em equipamento de fotodocumentagdo (GEL DOC 1000 — BioRad). Como padrédo de

tamanho molecular foi utilizado o marcador 100 pb “DNA Ladder Plus” (Fermentas).

2.2.3. Caracterizacdo morfoldgica de isolados de Colletotrichum acutatum

Todos os 130 isolados utilizados na identificagdo molecular foram previamente
agrupados, tomando-se como referéncia a procedéncia. Em seguida, foram avaliados
quanto ao aspecto e coloracéo das coldnias. Posteriormente, de forma aleatéria, foram
tomados quarenta e dois isolados (Tabela 1) para a realizacdo de avaliagdes
morfomeétricas de colGnias e morfologicas de conidios e apressorios.

Para a avaliagdo do aspecto morfologico, discos de coldnias, de 5 mm de
diametro, foram extraidos das margens de culturas de sete dias, cultivadas em meio
BDA e transferidos para novas placas contendo o mesmo meio de cultura. A seguir, tais
culturas foram incubadas a 25°C+2°C, sob luz fluorescente continua. Apos dez dias de
incubacéo, periodo em que ocorreu estabilizagdo na coloragéo das col6nias procedeu-
se a avaliacdo da coloragdo das colbnias, da borda e do reverso, sendo também
avaliada a possivel presenca de setores. Para cada isolado foram utilizadas trés
repeticbes. Cada unidade amostral foi representada por uma placa de Petri contendo os

respectivos isolados.
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A partir das avaliagdes quanto a coloragao das colbnias, da borda e do reverso, e
quanto a possivel presenca de setores desenvolveu-se uma escala de notas,
considerando cada carater qualitativo avaliado.

Para a tomada do didmetro das colbnias as avaliagdes foram realizadas
diariamente, medindo-se o seu tamanho em sentidos perpendiculares entre si, até que
algum isolado, a colénia tenha atingido o bordo da placa. A partir de tais dados foi
determinado o indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM), conforme NECHET
(1999), empregando-se a formula usada por OLIVEIRA (1991):

IVCM= (D-Da)/N onde,
IVCM= indice de velocidade de crescimento micelial.
D= didmetro médio da colbnia; Da= diametro médio da colbnia do dia anterior e, N=
numero de dias apo6s a inoculagéo.

Para o numero de conidios produzidos foram utilizadas as mesmas col6nias
avaliadas quanto a coloragdo das colbénias, portanto, as avaliacbes foram realizadas
apo6s dez dias de cultivo em meio BDA. Para tal, quatro discos de 5 mm de didametro
foram removidos do centro das colénias e transferidos para beckers de 100 mL
contendo 20 mL de agua destilada. Nesses frascos tais discos foram agitados por meio
de um agitador magnético do tipo “Vortex’ por 5 minutos. Posteriormente, a suspenséo
foi filtrada em camada dupla de gaze e os conidios quantificados em hemocitémetro do
tipo Neubauer.

Para a caracterizacdo dos apressorios, inicialmente deu-se a indugdo da sua
producgdo mediante a deposicdo de gotas de 0,25 mL da suspensado conidial a 1x10°
conidios/mL, em folhas de laranjeira ‘Péra’, novas, selecionadas quanto a uniformidade
em tamanho, idade e integridade fisica. Antes, as culturas fungicas foram mantidas em
BDA, por dez dias, sob luz continua. Em tais folhas, previamente a deposicao das
gotas, foram demarcados dois pontos, sobre os quais deu-se a deposi¢cao das gotas. A
seguir, as folhas foram inseridas e mantidas em placas de Petri, vedadas e incubadas
em ambiente de laboratorio, de 25°C+4°C, por 48 h, no escuro. Posteriormente,
depositou-se uma gota da mistura 1:1 (v/v) de esmalte incolor e acetona sobre cada

ponto marcado. Apdés a secagem, com auxilio de uma pinga removeu-se a pelicula
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formada. Para cada isolado foram usadas duas folhas contendo dois discos em cada
uma delas. No total foram avaliados quatro discos por isolado, a partir dos quais
procedeu-se a avaliagdo do formato de 40 apressorios.

Para a analise dos resultados quanto aos valores do IVCM, diametro das
colénias aos sete dias de cultivo e esporulagdo empregou-se primeiramente, o
tratamento estatistico das caracteristicas individuais. O delineamento estatistico foi o
inteiramente casualizado, com quarenta e dois isolados e trés repeticdes por isolado. As
médias foram comparadas através do teste de Scott & Knott (P<0,05).

A seguir, na complementacao da andlise estatistica, realizaram-se as analises
exploratérias multivariadas, a andlise de agrupamento por método hierarquico e a
analise de componentes principais, que permitiram a avaliagdo em conjunto de todas as
avaliagdes morfoldgicas.

A técnica de agrupamento hierarquico interliga as amostras por suas
associagoes, produzindo um dendrograma onde as amostras semelhantes, segundo as
variaveis escolhidas, sdo agrupadas entre si (MOITA NETO & MOITA, 1998). Para
medir a semelhanga entre os centréides de cada isolado, utilizou-se a distancia
euclidiana (medida de dissimilaridade) para o conjunto das sete varidveis e como
estratégia de agrupamento adotou-se o método de Ward. O resultado da analise foi
apresentado em forma grafica (dendrograma), auxiliando na caracterizagéo dos grupos.

A analise de componentes principais permite condensar a maior quantidade da
informacao original contida em p variaveis (coloragdo das colbnias, do bordo e do
reverso, presenca ou auséncia de setores, diametro das coldnias, indice de velocidade
de crescimento, numero de conidios produzidos) em duas variaveis latentes ortogonais
denominadas componentes principais, que sao combinacdes lineares das variaveis
originais criadas com os dois maiores autovalores da matriz de covariancia dos dados
(HAIR, 2005). Desta forma, o conjunto inicial de sete variaveis passou a ser
caracterizado por duas novas variaveis latentes, o que possibilitou sua localizagédo em
figuras bidimensionais (ordenagéo dos isolados por componentes principais). A analise
de componentes principais também pode ser usada para julgar a importancia das

préprias variaveis originais escolhidas, ou seja, as variaveis originais com maior peso
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(loadings) na combinagéo linear dos primeiros componentes principais sdo as mais
importantes do ponto vista estatistico (MOITANETO & MOITA, 1998).

2.2.4. Caracterizacdo patogénica de isolados de Colletotrichum acutatum em

variedades de plantas citricas

Para caracterizagdo patogénica dos isolados de C. acutatum foram realizados
trés ensaios. Nos dois primeiros ensaios, realizados em casa de vegetacdo, em
06/2007 e 10/2008, flores de plantas de laranjeiras ‘Péra’, de dois anos de idade, no
primeiro ano, e Valéncia de trés anos de idade, no segundo ano, foram inoculadas com
suspensdo contendo 1x10° conidios/mL, utilizando nebulizador manual do tipo “De
Vilbs”, em vazéao suficiente para proporcionar completa cobertura das flores. Para tal, foi
empregado o isolado P3B, o qual situou-se dentre os que apresentaram uma das mais
altas taxas de conidios produzidos.

A inoculagéo foi realizada em flores nos estadios de florescimento descritos por
AGUSTI et al. (2000): (i) ‘cabeca-de-alfinete’, caracteriza-se pela presenca de botbes
florais verdes, com comprimento menor que 4mm; (ii) ‘cabeca-de-fésforo’,
predominancia de botdes florais verdes a verde-esbranqui¢ados, arredondados de 4 a 6
mm de comprimento; (iii) ‘cotonete’, predominam botdes florais brancos, fechados,
alongados ou em expans&o, com comprimento superior a 6 mm, na fase de inicio de
expansao’, (iv) ‘cotonete’ totalmente expandido, porém sem pétalas abertas, (v) flor
aberta e (vi) ‘chumbinho’. As plantas controle foram pulverizadas somente com agua
destilada, nos mesmos estadios anteriormente mencionados.

O numero de flores inoculadas em cada estadio de florescimento variou de
acordo com a sua disponibilidade nas plantas. Para a variedade Péra foram inoculadas:
(i) ‘cabeca-de-alfinete’: 103 botdes; (ii) ‘cabeca-de-fosforo’: 73 botdes; (iii) ‘cotonete’ em
expansao: 75 botdes; (iv) ‘cotonete’ totalmente expandido: 30 botdes; (v) flor aberta: 30
flores; (vi) ‘chumbinho’: 87 frutos jovens. O numero de flores pulverizadas somente com
agua destilada (testemunha) também variou para cada estadio de florescimento: (i)

‘cabeca-de-alfinete’: 11 botdes; (ii) ‘cabeca-de-fésforo’: 22 botdes; (iii) ‘cotonete’ em
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expansao: 22 botdes; (iv) ‘cotonete’ totalmente expandido: 13 botbes; (v) flor aberta: 15
flores; (vi) ‘chumbinho’: 17 frutos jovens. Para a variedade Valéncia foram inoculadas:
(i) ‘cabecga-de-alfinete’: 60 botdes; (ii) ‘cabeca-de-fosforo’: 52 botdes; (iii) ‘cotonete’ em
expansao: 50 botdes; (iv) ‘cotonete’ totalmente expandido: 46 botdes; (v) flor aberta: 30
flores; (vi) ‘chumbinho’: 80 frutos jovens. O numero de flores pulverizadas somente com
agua destilada (testemunha), foi: (i) ‘cabeca-de-alfinete’: 21 botdes; (ii) ‘cabeca-de-
fésforo’: 12 botdes; (iii) ‘cotonete’ em expansao: 25 botbes; (iv) ‘cotonete’ totalmente
expandido: 18 botdes; (v) flor aberta: 20 flores; (vi) ‘chumbinho’: 21 frutos jovens.

Cerca de doze horas antes da inoculagéo as plantas foram mantidas em casa de
vegetacédo, sob nebulizagdo, com 100% de umidade relativa. Posteriormente a
inoculagéo, de forma semelhante, as plantas foram mantidas em casa de vegetacéo,
sob nebulizacdo, com 100% de umidade relativa durante sete horas. Essa condigéo
ambiental foi também adotada nos trés dias subsequentes a inoculacdo. Ap6s esse
periodo, até que ocorresse a ultima avaliagcdo, as plantas permaneceram em casa de
vegetacéo sob as mesmas condicdes.

O periodo das avaliagdes quanto a porcentagem de flores sintomaticas variou de
acordo com o estadio em que as flores foram inoculadas. As avaliagdes foram
realizadas diariamente apés 48h da inoculagéo até a queda fisiolégica dos frutos.

As avaliagbes consistiram na determinagéo da incidéncia de flores sintomaticas,
assim como o seu nivel de severidade, determinada mediante emprego de escala de
notas que variaram de: 0 - auséncia de sintomas, 1 - sintoma leve (apenas uma pétala
com sintomas), 2 — sintoma moderado (de duas a trés pétalas com sintomas) e 3 -
sintoma severo (mais que trés pétalas com sintomas). A presenca de calices retidos foi
avaliada apés a queda fisiolégica dos frutos.

No terceiro ensaio, realizado em 04/2009, foram testados os isolados
pertencentes a grupos morfoldgicos que, uma vez classificados quanto a coloragéo e
aspecto da col6nia, apresentaram um comportamento diferenciado (Tabela 1). Tais
isolados foram inoculados em flores no estadio ‘cotonete’ de plantas de laranjeiras
doce, ‘Natal’, ‘Valéncia’, ‘Hamlin’ e ‘Folha Murcha’, com trés anos de idade, mantidas

em vasos, sob condi¢des de casa de vegetacao, no Departamento de Fitossanidade da
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UNESP, Campus de Jaboticabal. O numero de flores inoculadas variou de acordo com
cada tratamento e com a sua disponibilidade em cada planta. Entretanto, foram
inoculados pelo menos vinte flores para cada uma das variedades avaliadas.

A suspenséo de conidios foi preparada a partir de culturas mantidas por dez dias
em meio BDA a 25°C+£2°C, sob luz fluorescente continua. Usou-se suspensao contendo
1x10° conidios/mL, sendo que para inoculagdo empregou-se nebulizador manual do
tipo “De Vilbs”, em vazao suficiente para proporcionar completa cobertura das flores. Os
procedimentos antes e depois da inoculagao foram os mesmos adotados e descritos
nos dois primeiros ensaios.

A avaliagdo foi realizada diariamente 48h apos a inoculag&o, onde procedeu-se a
contagem de flores com sintomas tipicos da doenca em todas as variedades avaliadas.

Os dados obtidos foram expressos em porcentagem.

2.3. Resultados
2.3.1. Identificacdo molecular de isolados de Colletotrichum spp.

No presente estudo foi verificado que os 130 isolados submetidos a identificacao
molecular apresentaram amplificagcdo de uma banda especifica, de cerca de 500 pb
para C. acutatum, quando submetidos a PCR com o par de primers Calnt2/ITS4.
Entretanto, ao serem submetidos a PCR com os primers CgInt/ITS4, especifico para C.

gloeosporioides, tal banda nao foi amplificada (Figura 1).
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PM VIB V2B V3B V4B V5B V6B V7B VBB V9B VI0OB P1 P2 CN

Calnt2/ITS4

PM V1B V2B V3B V4B V5B V6B V7B V8B V9B VIOB P1 P2 CN

Pb

3000

CgInt/ITS4
1000 ==

500 - —

100

Figura 1. Eletroforese do produto de PCR com os primers especificos Calnt2/ITS4 e CgInt/ITS4
para os isolados da variedade Valéncia obtidos em Brotas (V1B, V2B...,V10B). PM:
100 pb “DNA Ladder Plus” (Fermentas). P1 e P2: isolados de Colletotrichum
gloeosporioides e Colletotrichum acutatum, respectivamente, classificados pela
analise do sequenciamento de DNA da regido ITS1-5.8S-ITS2. CN: controle negativo,
mix livre de DNA.

2.3.2. Caracterizacdo morfolégica de isolados de Colletotrichum acutatum

As colonias de C. acutatum apresentaram coloracdo variando de cinza a
salmao/branca/acinzentada. A coloragéo da borda variou de branca a cinza, enquanto
que o reverso de branca a salméao/negra/verde/branca. Para alguns isolados foi
observada a presenca de setores (Tabelas 2 e 4).

Através da andlise de variancia dos dados de IVCM, didmetro das colénias apds
sete dias de cultivo e numero de conidios produzidos, foi verificado que houve efeito

significativo (Tabela 3).
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Tabela 2. Escala de notas referente a coloragéo das coldnias, do bordo e do reverso, e quanto a possivel
presencga de setores.

Escalas C_C CB CR S
0 Cinza Branca Branca +
1 Branca/acinzentada Cinza Salméao/branca -
2 Salmao/branca Salmao/negra

3 Branca/acinzentada/verde Salméao/negra/branca

4 Salmao/branca/acinzentada Salmao/brancal/verde

5 Salméao/negra/verde/branca

C_C: coloragdo das coldnias, C_B: coloragdo do bordo; C_R: coloragdo do reverso, S: presenga (+) ou
auséncia de setores (-)

Tabela 3. Andlise de variancia (quadrados médios) do indice de velocidade de crescimento (IVCM),
didmetro de coldnias ap6s sete dias de cultivo (DC) e esporulagéo (E).

Causas de Variacdo IVCM DC E (x10%)"
Isolados 0,17 1,08** 6,73**
Residuo 0,068 0,44 1,20
Média Geral 1,85 5,70 3,87
CV (%) 14,08 11,66 28,36

* dados transformados em /X +1; **: Significativo (P < 0,01)

Para o indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM), verificou-se pelo
teste de Scott & Knott a formacédo de 2 grupos de isolados: grupo 1, N1B, N6B, V3B,
FM1B, L7B, L9B, B5B, H2B, H3B, H10B, P2I, P5I, P11l, N3I, N11l, V13Il, P6S, P8S,
P10S, N1S, N2S, N4S, V5S, V9IS e V11S, isolados com menor IVCM e grupo 2: P2B,
P3B, P7B, N9B, V7B, V10B, FM7B, FM10B, L5B, LV2B, LV3B, LV6B, B2B, B7B, N7I,
V4| e V9I, isolados com maior IVCM (Tabela 4).

Da mesma forma, para a variavel didametro das colénias apés sete dias de cultivo
(DC), observou-se a organizacao dos isolados em 2 grupos pelo teste de Scott & Knott:
grupo 1, N1B, N6B, L5B, L7B, L9B, B5B, H2B, H3B, H10B, P5I, P11l, V13I, P8S, N1S,
N4S, V5S, VIS e V11S, isolados que apresentaram o menor didmetro e grupo 2, P2B,
P3B, P7B, N9B, V3B, V7B, V10B, FM1B, FM7B, FM10B, LV2B, LV3B, LV6B, B2B, B7B,
P21, N3I, N71, N111, V41, V9I, P6S, P10S e N2S, isolados que se caracterizaram pelo

maior didmetro das col6nias (Tabela 4).
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Em relagdo ao numero de conidios produzidos (E), verificou-se a formacgéo de
quatro grupos de isolados: grupo 1, N6B, V7B, LV2B, B5B, P11l, V4l, P8S, N1S e
V11S, isolados com menor esporulagao; grupo 2: P2B, N1B, V10B, FM7B, FM10B, L5B,
L9B, LV3B, B2B, H2B, P2I, N11l, P6S e V5S; grupo 3: N9B, FM1B, L7B, LV6B, H10B,
P5I, N71, VII, P10S, N2S, N4S e V9S e grupo 4: P3B, P7B, V3B, B7B, H3B, N3l e V13,
isolados com maior (Tabela 4).

Quanto a morfologia das estruturas reprodutivas verificou-se que, no caso dos
conidios, esses se apresentaram de forma consistente com uma das extremidades
arredondada e a outra de formato obtuso. No caso dos apressoérios, os mesmos
apresentaram formato predominantemente arredondado.

Através da analise de agrupamento pelo método hierarquico realizada com as
variaveis, coloracao das coldnias, do bordo e do reverso, presenca ou auséncia de
setores, indice de velocidade de crescimento, didmetro de colbnias aos sete dias de
cultivo e esporulacao, verificou-se grande variabilidade entre os isolados, resultando
numa arquitetura envolvendo seis grupos de isolados caracterizados como |, II, Ill, IV, V
e VI (Figura 2).

Dos nove isolados que compuseram o grupo |, B2B, V3B, N3I, N71, V9I, P2|,
V10B, B7B e N9B, observa-se que houve uma grande variabilidade entre estes, com
elevadas distancias euclidianas, com excecao de V9I, P2l e V10B, que apresentaram
maior similaridade. Neste grupo encontram-se os isolados N3l e B2B, os quais
apresentaram um dos maiores indices de esporulacdo e elevado didmetro de coldnias e
IVCM respectivamente.

O grupo Il, composto por sete isolados, LV6EB, LV3B, N1S, P10S, V4l, LV2B e
V7B, caracterizaram-se principalmente pela auséncia de setores e por apresentarem
uma ou duas cores na colénia e no reverso. O isolado LV2B pertencente neste grupo
caracterizou-se por apresentar um baixo numero de conidios, embora estatisticamente

0 mesmo nao tenha diferido de varios outros isolados avaliados.
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Tabela 4. Médias do indice de velocidade de crescimento (IVCM), didmetro das colénias (DC), niumero de conidios
produzidos (E) e notas correspondentes a coloragdo das colénias (C_C), da borda (C_B) e do reverso
(C_R), assim como quanto a auséncia ou presenga de setores (S).

Isolados IVCM DC Ex10°" CC CB CR S
P2B 1,95b 577b 3,51b 1 0 4 0
P3B 1,95 b 570 b 6,57 d 1 0 5 1
P7B 2,09b 5,88 b 5,85d 1 0 3 1
N1B 1,72 a 530a 3,02b 1 1 5 0
N6B 1,72 a 492 a 1,00 a 1 0 4 0
N9B 2,55b 6,32b 4,53 ¢c 3 1 4 0
V3B 1,85 a 6,13b 6,03d 4 0 1 1
V7B 1,99 b 6,68 b 1,81a 1 0 1 1
V10B 1,90 b 6,28 b 3,02b 3 0 4 0
FM1B 1,81a 592b 417 c 1 0 4 0
FM7B 1,92b 6,05b 3,50b 1 1 5 0
FM10B 1,97 b 6,52 b 2,99 b 1 0 4 0
L5B 1,91b 5,40 a 2,96 b 1 1 5 0
L7B 1,81a 5,03 a 5,05 ¢ 1 0 3 1
L9B 1,63 a 4,63 a 3,31b 1 0 5 1
LV2B 212b 6,25b 1,18 a 1 0 1 1
LV3B 217 b 6,47 b 3,41b 0 1 2 1
LV6B 2,00b 6,38 b 477 c 0 1 2 1
B2B 2,20b 6,40 b 3,66 b 4 0 1 1
B5B 1,80 a 542 a 2,36 a 1 1 5 0
B7B 2,13b 6,12b 5,56 d 4 1 5 0
H2B 1,87 a 522a 3,87b 1 0 3 1
H3B 1,83 a 545a 5,75d 1 0 5 1
H10B 1,70 a 5,30 a 525¢ 2 0 4 0
P2l 1,78 a 5,85b 3,69b 3 0 4 0
P5I 1,74 a 5,35a 441¢ 3 1 4 0
P11l 1,61a 4,85a 1,84 a 3 0 4 0
N3I 1,83 a 6,20 b 7,31d 3 0 4 0
N7I 2,15b 6,43b 5,05 ¢ 3 0 4 0
N11I 1,84 a 6,00 b 3,29 b 1 0 4 0
V4l 210b 597b 242 a 1 0 0 1
Vol 1,89 b 590b 4,53 ¢c 3 0 4 0
V13l 1,41 a 4,48 a 5,75d 1 0 4 0
P6S 1,87 a 577b 3,44 b 1 1 5 0
P8S 1,75 a 5,40 a 1,79 a 1 1 5 0
P10S 1,67 a 5,92 b 519 ¢ 1 0 0 1
N1S 1,47 a 528 a 1,38 a 1 0 0 1
N2S 1,78 a 6,33b 467 c 1 0 5 1
N4S 1,65 a 5,30 a 4,24 ¢ 1 0 3 1
V5S 1,71a 5,58 a 3,85b 0 1 5 0
VoS 1,28 a 417 a 4,01c 1 1 5 0
V118 1,42 a 5,08 a 2,52 a 1 0 4 0

X: dados transformados em +/ X +1; médias seguidas pela mesma letra na vertical n&o diferem entre si pelo Teste
Scott & Knott (p<0,05).
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Os isolados que se enquadraram no grupo lll, L9B, H2B, N4S, L7B, N2S, P7B,
H3B e P3B destacaram-se pela coloragéo branca/acinzentada da colénia, borda branca
e auséncia de setores. Os isolados, L7B, H2B, N4S e P7B apresentaram a coloragéo do
reverso salmao/negra/branca, enquanto que, L9B, N2S, H3B e P3B caracterizaram-se
por uma coloracéo salméo/negra/verde/branca. Em sua maioria, este grupo apresentou
alta esporulacgéao.

No grupo IV encontram-se os isolados, P8S e B5B, os quais apresentaram alto
grau de similaridade, apresentando todas as caracteristicas avaliadas em comum. Além
destes, este grupo € formado pelos isolados V5S, P6S, FM7B e L5B que apresentaram
coloragbes branca/acinzentada, branca e salmao/negra/verde/branca, como cor da
colbénia, da borda e do reverso respectivamente, e presenca de setores.

O grupo V foi composto pelos isolados V9IS, P5I, V13Il, H10B P111, V11S e N6B,
que caracterizaram-se pela presenca de setores. O isolado V9S, que apresentou baixo
IVCM e menor didmetro de colbnia encontra-se neste subgrupo. Observou-se uma
pequena similaridade neste grupo, com elevadas distancias euclidianas, conforme
destacado na Figura 2.

O grupo VI, formado por FM10B, N11l, FM1B e P2B, apresentou elevada
similaridade, principalmente com os isolados N111 e FM1B, com distancias euclidianas
préximas de zero. Todos isolados caracterizaram-se pela presenca de setores,
coloragdo da coldnia branca/acinzentada, borda da colonia de coloragéo branca, e
reverso de cor salmao/branca/verde. As caracteristicas, IVCM, didmetro da coldnia e
numero de conidios produzidos também mostraram-se pouco variaveis entre os
isolados.

A analise de componentes principais admitiu uma unica distribuicdo dos isolados
(componente principal 1 x componente principal 2). Os dois componentes principais,
quando analisados em conjunto, possibilitaram uma ordenac¢do bidimensional dos
isolados e das variaveis, permitindo a constru¢ao de um grafico biplot (Figura 3). A
quantidade da informacéo total das variaveis originais, retida pelos dois componentes
principais foi de 56,18 % (32,30 %, primeiro componente principal e 23,88 %, segundo

componente principal) (Figura 3).
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Figura 2. Dendrograma resultante da andlise de agrupamento pelo método hierarquico
mostrando a formagédo de grupos segundo as variaveis: coloragdo das coldnias,
do bordo e do reverso, presenga ou auséncia de setores, indice de velocidade de
crescimento, didmetro de colbnias apoés sete dias de cultivo e esporulagéo.
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Figura 3. Distribuicao dos resultados da caracterizagao morfologica de isolados de Colletotrichum
acutatum, nos componentes principais 1 e 2.
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A representacdo grafica nos componentes principais (Figura 3) permitiu
caracterizar as variaveis que mais discriminaram na formacéo dos grupos |, Il, lll, IV, V
e VI. As variaveis, indice de velocidade de crescimento (IVCM), diametro de colbénias
aos sete dias de cultivo (DC) e esporulagéo (E) foram responsaveis pela discriminagéo
do grupo |, maiores IVCM, DC e E, e grupo V, menores IVCM, DC e E. A presenca de
setores separou os grupos IV e VI, que apresentaram formacgéo de setores, e Il e lll,
onde os mesmos mostraram-se ausentes. A caracteristica cor da colénia (C_C) auxiliou
na discriminagao do grupo V, que apresentou trés cores, ao passo que os grupos I, Il
IV e VI apresentaram uma ou duas cores. A cor da borda (C_B) contribuiu a separagéo
dos grupos Il e VI, que apresentaram cor branca, e IV, de cor cinza. A cor do reverso
(C_R) discriminou os grupos V e VI, que apresentaram trés ou quatro cores, e IV, com

quatro cores.

2.3.3. Caracterizacdo patogénica de isolados de Colletotrichum acutatum em

variedades de plantas citricas

No estadio flor aberta, as avaliacbes foram realizadas ap6s 48h da inoculagéo,
enquanto que em ‘cotonete’, na fase de inicio de expansédo, foi ap6s sete dias. As
avaliacdes foram realizadas diariamente, sendo que para os estadios ‘cabeca-de-
alfinete’ e ‘cabeca-de-fosforo’, deu-se apo6s 25 e 15 dias decorridos da inoculagéo,
respectivamente.

Quanto aos estadios de florescimento, sintomas tipicos de PFC foram
observados quando da inoculagdo de C. acutatum na fase de ‘cotonete’ em expansao,
‘cotonete’ expandido e em flores abertas nas variedades, Péra e Valéncia. Para os
estadios de primérdios florais, com predominio de pigmentos verdes, definidos como
‘cabeca-de-alfinete’ e ‘cabeca-de-fésforo’, foram observados sintomas leves nas flores
somente quando inoculada a variedade Valéncia.

A maior porcentagem de flores sintomaticas deu-se quando da inoculac¢ao de C.

acutatum nas fases de ‘cotonete’ expandido e de flor aberta. Sintomas da doencga foram
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também observados quando da inoculagdo no estadio de ‘cotonete’ em expanséao
(Tabela 5 e Figura 4).

A presenca de calices retidos foi constatada em todas as situagbes em que se
procederam as inoculacdes, independente da fase do estadio de florescimento (Tabela
5). Surpreendentemente, a sua presenga foi observada quando da inoculagdo de C.
acutatum na fase de ‘chumbinho’, quando as respectivas pétalas de flores
correspondentes ja haviam caido. Entretanto, nessa fase, de forma semelhante a
observada quando da inoculagdo na fase de ‘cabeca-de-alfinete’, a retencéo de calices
foi baixa, quando comparada aquela observada nas inoculagbes realizadas nas demais

fases, ja que estiveram em torno de 100%.

Tabela 5. Avaliagdo da patogenicidade do isolado P3B de Colletotrichum acutatum inoculado em flores e
em frutos jovens (chumbinhos) de laranjeiras ‘Péra’ e ‘Valéncia’ e consequente produgéo de
flores sintomaticas e de calices retidos.

Tratamento/Estadios da  Flores sintomaticas (%)° Célices Flores sintomaticas (%)° Célices

inoculac;é]o1 retidos retidos
(%)’ (%)’
0* 1 2 3 0 1 2 3

1. Cabeca-de-alfinete 100 O 0 0 34 95 5 0 0 43

2. Cabeca-de-fosforo 100 O 0 0 100 82,7 17,3 0 0 92

3. Cotonete em 853 O 4 10,7 100 40 22 18 20 100

expansao

4. Cotonete totalmente 23,3 36,6 16,8 23,3 100 8,7 239 37 30,4 100

expandido

5. Flor Aberta 6,8 90 32 0 97 3,3 533 36,7 6,7 93,3

6. Chumbinho 100 O 0 0 21 100 O 0 0 27

' Estadios de florescimento e a fase de ‘chumbinho’.

% Porcentagem de flores sintomaticas e de calices retidos em plantas de laranjeira ‘Péra’ avaliadas em
2007. Numero de flores inoculadas: (i) ‘cabega-de-alfinete’: 103 botdes; (ii) ‘cabec¢a-de-fésforo’: 73
botbes; (iii) ‘cotonete’ em expanséo: 75 botdes; (iv) ‘cotonete’ totalmente expandido: 30 botdes; (v) flor
aberta: 30 flores; (vi) ‘chumbinho’; 87 frutos jovens.

® Porcentagem de flores sintomaticas e de calices retidos em plantas de laranjeira ‘Valéncia’ avaliadas
em 2008. Numero de flores inoculadas: (i) ‘cabeca-de-alfinete’: 60 botdes; (ii) ‘cabega-de-fosforo’: 52
botdes; (iii) ‘cotonete’ em expansao: 50 botdes; (iv) ‘cotonete’ totalmente expandido: 46 botdes; (v) flor
aberta: 30 flores; (vi) ‘chumbinho’: 80 frutos jovens.

* Escala de notas: 0 - auséncia de sintomas, 1 - sintoma leve (apenas algumas pétalas com sintomas), 2
— sintoma moderado (cerca de 50% das flores com sintomas) e 3 - todas as pétalas com sintomas
(sintoma severo).
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Figura 4. Flores sintomaticas inoculadas com Colletotrichum acutatum, isolado P3B.

No experimento subsequente, verificou-se que todos os quinze isolados de C.
acutatum avaliados foram patogénicos, com produgéo de sintomas tipicos de PFC em
flores de todas as variedades de laranjeiras avaliadas. As porcentagens de flores
sintomaticas para cada variedade foram: 43% para ‘Natal’, 48% para ‘Valéncia’, 38%
para ‘Hamlin e 40% para ‘Folha Murcha’. Tais valores indicam, portanto, que as flores

de todas as variedades testadas sao suscetiveis a C. acutatum (Figura 5).

Figura 5. Vista parcial de flores sintomaticas de plantas citricas da variedade ‘Natal’
inoculadas com Colletotrichum acutatum.
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2.4. Discussao

Os estudos realizados com a utilizagdo de primers taxon-especifcos permitiram
identificar os isolados como pertencentes a espécie Colletotrichum acutatum. BROWN
et al. (1996), também observaram através de PCR com primers especificos para C.
acutatum e C. gloeosporioides e através do sequenciamento da regido ITS do rDNA
que o agente causal da podridao floral do citros é C. acutatum. KURAMAE-IZIOKA et al.
(1997) analisaram polimorfismo entre os isolados através das analises de RAPD e
concluiram que a forma SGO compete a espécie C. acutatum.

De acordo com a literatura, condi¢cdes relacionadas, principalmente, com a
presenca de flores, molhamento foliar e, preferencialmente, temperaturas amenas estao
associadas a doenca PFC (DENHAM & WALLER, 1981; AGOSTINI et al., 1992;
TIMMER, 1993; TIMMER & ZITKO, 1993; AGOSTINI & TIMMER, 1994; TIMMER et al.,
1994; GOES, 1995; PERES, 1998). Porém, sob condi¢cdes naturais de cultivo no Brasil,
principalmente em algumas regides do Estado de S&o Paulo, tem-se verificado um
comportamento diferenciado desse fungo. Destaca-se inclusive, que em algumas
vezes, sao observadas incidéncia e severidade da doenga em niveis elevados, mesmo
sem contar com condi¢gdes ambientais altamente favoraveis ao desenvolvimento do
patogeno. Todavia, em que pese o comportamento diferenciado do fungo, os resultados
obtidos de caracterizagcdo molecular permitem reconhecer que tais infecgdes resultam
exclusivamente de C. acutatum, sendo descartada a possibilidade do envolvimento de
uma espécie adicional. Dessa forma, em vista desse comportamento atipico
apresentado pelo fungo nas areas apontadas, leva-se a admitir a existéncia de uma
possivel especiagdo do patdgeno, ou mesmo a ocorréncia de mutacao. Ha, no entanto,
necessidade de estudos complementares, incluindo a realizagdo de analises
filogenéticas.

Mediante analises morfolégicas, observou-se ampla variabilidade entre os
isolados da forma SGO de C. acutatum com base nas caracteristicas avaliadas, com
excecao dos formatos de conidios, que predominaram os de extremidade arredondada

e a outra obtusa, e apressérios, aos quais prevaleceu o formato arredondado,
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convergindo com resultados obtidos por AGOSTINI et al. (1992) e GOES & KIMATI
(1997a).

As colbnias de C. acutatum apresentaram colora¢gdes variadas, bem como os
respectivos bordos e o reverso. De acordo com SUTTON (1992), a identificagdo de
espécies de Colletotrichum € baseada em caracteristicas morfolégicas do fungo,
podendo ser usados também testes de gama de hospedeiros. Dentre os isolados
estudados, alguns apresentaram a coloragéo das colbnias semelhante a C. acutatum
(SUTTON, 1992; ZULFIQAR et al., 1996), porém outros ndo se enquadraram na
morfologia descrita para a espécie. Dessa forma, considerando que uma espécie
fungica é representada por populagdes de biotipos e tendo em vista que estes nao
tenham a mesma constituicdo genética, ou seja, encontram-se em condigc&o
heterozigética para um dado carater, possivelmente ocorrera a segregacéo de bidtipos
de comportamento variavel, de acordo com o ambiente de cultivo da espécie, tornando
muito dificil a definicdo do conceito morfolégico de espécie (CANNON, et al., 2000).
SONODA & PELOSI (1988) e AGOSTINI et al. (1992) avaliando isolados de C.
gloeosporioides de citros de acordo com o aspecto de colbnias, verificaram duas
coloragdes, cinza e laranja. Os autores apontaram que as colénias formadas com
pigmentacgao laranja foram as responsaveis pela doenca PFC. KURAMAE-IZIOKA et al.
(1997) analisando dezesseis isolados de Colletotrichum spp. de citros, observaram
variagbes morfoldgicas quanto a coloracédo de colbnias em culturas monospdricas,
sendo branca, laranja, cinza, cinza escuro e negra.

Quanto aos setores, no presente estudo a presenga dos mesmos foi observada
em vinte e cinco isolados. Mediante as analises exploratérias notou-se que, nenhuma
relacdo foi estabelecida entre a sua presenca, e também quanto as demais
caracteristicas morfolégicas dos isolados, com indicagéo, portanto, que a natureza dos
mesmos, além de incerta, aparentemente, ndo apresenta um antecedente especifico.

No contexto do desenvolvimento de coldnias, avaliado em termos de indice de
crescimento micelial (IVCM) e didmetro de colénias (DC) de C. acutatum , assim como,

para o numero de conidios produzidos, foi verificado que houve diferenca
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estatisticamente significativa entre os isolados, independente das condigcbes ambientais
em que os mesmos foram avaliados.

Embora C. acutatum responsavel pela PFC geralmente forme colénias com
crescimento lento e apresente elevada esporulacdo (SONODA & PELOSI, 1988;
AGOSTINI et al.,, 1992; KURAMAE-IZIOKA et al., 1997), no presente estudo foi
verificado que, algumas vezes, isolados desse fungo apresentaram crescimento rapido,
porém com baixa ou rara esporulagdo. Também foi verificado que nem todos os
isolados que apresentaram menor indice de crescimento micelial proporcionaram,
também, a maior esporulagéo, e vice-versa.

Através das analises exploratérias das variaveis morfologicas consideradas nesta
pesquisa, pode-se constatar que nao houve relagdo entre as regides geograficas, e
nem mesmo dentre as variedades os quais esses isolados provieram. Logo que, trata-
se de uma unica espécie, estes resultados indicam marcante polimorfismo entre
populagdes de C. acutatum de diferentes localidades e de diferentes variedades,
convergindo com resultados apontados por GOES & KIMATI (1997a) e PERES et al.
(2008). Claro que, destaca-se a importancia da realizagdo de analises complementares
quando se busca a caracterizagdo de fungos polimoérficos, como € o caso de fungos
pertencentes a espécie Colletotrichum spp..

A caracterizagdo patogénica neste estudo foi de extrema relevancia para a
complementacédo dos dados moleculares e morfolégicos, revelando que isolados
identificados e caracterizados como C. acutatum estavam associados a doenca PFC.
Além disso, verificou-se que, todos os estadios de florescimento e, inesperavelmente, a
fase ‘chumbinho’, mostraram-se suscetiveis ao fungo, notoriamente com diferentes
expressodes de sintomas.

Segundo TIMMER et al. (1994), apressorios de C. acutatum da forma SGO
germinam e produzem hifa e conidio quando na presenca de umidade e extratos de
pétalas. No presente estudo, os resultados de patogenicidade quando da inoculagéo de
C. acutatum em frutos no estadio ‘chumbinho’ indica que, além da possivel
suscetibilidade intrinseca dos mesmos, a presenga residual de carboidratos

eventualmente, colaborou para a queda desses frutos recém formados e, consequente,
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formacdo de calices retidos ja que, o fungo necessita de nutrientes para o seu
desenvolvimento. Certamente o ambiente altamente favoravel conferido nas fases de
pré e pdés-inoculagdo também contribuiram para expresséo dos sintomas. Tal resultado,
em termos praticos constitui-se em informacao relevante, pois ndo ha relatos na
literatura que quando nas fases subsequentes de queda das pétalas ja ndo ha mais
riscos de infecgoes.

O fungo C. acutatum, agente causal da PFC afeta praticamente todas as
variedades de citros de interesse comercial. Estudos de patogenicidade com flores de
laranja-doce (Citrus sinensis), limao ‘Galego’ (C. aurantifolia), ‘lima da Pérsia’ (C.
limettioides) e tangelo ‘Orlando’ (C. paradisi Macf. X C. reticulata Blanco) demonstraram
haver pequena variacdo na suscetibilidade de pétalas das plantas de tais espécies
citricas (AGOSTINI et al., 1992; BROWN et al., 1996; GOES & KIMATI, 1997b; PERES
et al., 2008).

Apesar de ndo haver na literatura relatos sobre a existéncia de variedades de
laranjas doces cujas flores mostrem-se resistentes a C. acutatum, sob condi¢des
praticas tem-se verificado que as de maturagdo precoce sao as menos afetadas,
embora n&do sejam isentas de infecgbes. Acredita-se que, nessas variedades, dado ao
seu ciclo de colheita mais precoce, o florescimento ocorra de forma mais uniforme, de
tal forma que, com as primeiras chuvas ha um intenso florescimento e as flores
escapam das infecgdes do fungo o qual se reproduz com elevada intensidade nas
semanas subseqlentes, coincidindo com o auge de florescimento das demais
variedades. Assim, para o caso das demais variedades, por apresentar colheita mais
tardia, o florescimento da-se de forma menos compacta e mais tardiamente, coincidindo
com os periodos prolongados de chuvas, normalmente comuns na primavera. Além
disso, no caso da laranja ‘Péra’, dado aos elevados fluxos de brotagdes e florescimento,
mesmo de forma extemporanea, ha a possibilidade de infec¢des autdctones, dada a
sobrevivéncia do patégeno em pétalas, folhas, calices retidos e em ramos (AGOSTINI
et al.,, 1992; AGOSTINI & TIMMER, 1994; TIMMER et al., 1994; ZULFIQAR et al.,
1996).
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2.5. Conclusdes

Isolados associados a PFC pertencem a espécie Colletotrichum acutatum.

Ha uma elevada variabilidade morfologica entre isolados da forma SGO de C.
acutatum, indicativo de polimorfismo entre as populagdes.

Todos os estagios de florescimento, assim como a fase ‘chumbinho’ s&o
suscetiveis a C. acutatum, com consequente expressao de sintomas, incluindo retencéo
de calices.

Flores de plantas citricas das variedades de laranjas doce ‘Péra’, ‘Natal’,
‘Valéncia’, ‘Hamlin’ e ‘Folha Murcha’ sdo suscetiveis a C. acutatum.

In vitro, isolados provenientes de uma mesma variedade e mesma regiao
geografica podem apresentar diferentes caracteristicas morfolégicas, assim como
isolados de diferentes variedades e regides podem apresentar caracteristicas

diferentes.
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CAPITULO 3 — AVALIACAO DE FONTES DE INOCULO E SOBREVIVENCIA DE
Colletotrichum acutatum EM CITROS

Resumo - Colletotrichum acutatum em citros produz lesbes de coloragcéo laranja-
amarronzada nas pétalas, a absciséo de frutos jovens e calices permanentes, causando a
doencga Podridao floral dos citros. De forma consideravel, sdo produzidos conidios de C.
acutatum em flores. O fungo sobrevive na forma de apressoérios, como infeccbes
quiescentes na superficie de folhas, ramos e calices retidos. Amostras de calices
procedentes de infecgbes florais do ano anterior, pétalas sintomaticas e folhas
completamente desenvolvidas foram coletadas de forma aleatéria de plantas de laranja
‘Péra’ em Itapetininga/SP e Santa Cruz do Rio Pardo/SP. Em casa de vegetagédo, amostras
de folhas foram obtidas de plantas jovens das variedades, ‘Péra’, ‘Natal’, ‘Valéncia’, ‘Folha
Murcha’ e ‘Hamlin’. Os resultados demonstraram elevado numero de coldnias obtidas a
partir de pétalas. Quando na auséncia de flores, o numero col6nias produzidas de calices
retidos diminui significativamente em relacdo aos meses que as plantas apresentavam
flores. Calices retidos, pétalas e folhas existentes em areas citricas com antecedentes de
PFC sao érgaos sobre os quais ocorre a sobrevivéncia de C. acutatum, sendo dessa forma,
fontes de inéculo primaria do fungo. Colletotrichum acutatum sobrevive em calices retidos e
em folhas, porém, o maior numero de propagulos em termos absolutos, sédo verificados nos

calices retidos. Colletotrichum acutatum sobrevive em folhas de plantas jovens.

Palavras-chave: Citrus sinensis, podridao floral dos citros, populagéo residual.
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3.1. Introducéo

As regides tropicais e subtropicais, apesar de serem 6timas para a producéo dos
citros, apresentam condigdes climaticas favoraveis a ocorréncia de doengas fungicas.
Entre estas, a Podriddo floral dos citros (PFC) também conhecida como Queda
prematura de frutos citricos (QPFC), causada por Colletotrichum acutatum, descrita
pela primeira vez em Belize por FAGAN (1979).

Os sintomas da doenca PFC apresentam-se como manchas de coloragéo
marrom ou péssego que posteriormente podem tornar-se de tonalidade salméao-réseo
em pétalas de flores. Estas pétalas afetadas permanecem firmemente aderidas ao disco
basal, adquirem consisténcia seca e rigida e apresentam coloracdo rosa pardo
(TIMMER et al., 1994; TIMMER & BROWN, 2000). Os frutos recém formados ficam
amarelados e caem rapidamente, enquanto que, os discos basais, calices e pedunculos
ficam mais fortemente aderidos aos ramos e recebem o nome de “estrelinhas” (FAGAN,
1984a; FEICHTENBERGER, 1991; AGOSTINI et al., 1992).

Os conidios de C. acutatum sado produzidos em abundancia nos acérvulos em
flores infectadas e sao dispersos pelos respingos de chuva para outras flores, durante o
periodo de floragao. A sobrevivéncia do fungo da-se por meio de apressorios formados
na superficie de folhas, ramos e calices retidos (TIMMER et al., 1994; ZULFIQAR et al.,
1996).

Colletotrichum acutaum comporta-se em citros como necrotroéfico durante o curto
periodo de florescimento, no entanto, por muitos anos, o fungo pode viver
biotroficamente na forma de apressoérios, como infecgdes quiescentes em tecidos
vegetais (AGOSTINI & TIMMER, 1994; ZULFIQAR et al., 1996; PERES et al., 2005).

Os objetivos deste estudo foram: (i) determinar fontes de indculo de C. acutatum
em 6rgaos vegetativos obtidos de plantas cultivadas em ambiente natural; (ii) avaliar a
sobrevivéncia de C. acutatum em calices retidos e em folhas coletados em campo, no
que se refere a quantidade de in6culo (iii) avaliar a sobrevivéncia de C. acutatum em

folhas de plantas jovens.
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3.2. Material e Métodos

3.2.1. Avaliacdo da populacdo residual de Colletotrichum acutatum em calices

retidos, pétalas e folhas de plantas citricas sob condi¢cdes de campo

Amostras de calices procedentes de infecgbes florais do ano anterior, pétalas
com sintomas leves (apenas uma pétala com lesdo) e folhas completamente
desenvolvidas foram coletadas de forma aleatoria de plantas de laranja ‘Péra’ de 12
anos de plantio no municipio de Itapetininga/SP e, com 17 anos de idade, em Santa
Cruz do Rio Pardo/SP.

As amostras foram obtidas de 5 plantas. Em cada planta foram coletados 20
calices, 20 pétalas e 10 folhas ocasionalmente. As plantas selecionadas nao passaram
por nenhum tratamento com fungicida. Foram realizadas quatro amostragens em cada
municipio, nos meses de julho, agosto, novembro e dezembro de 2006, no caso de
célices e folhas, para as pétalas foram feitas somente duas amostragens, nos meses
em que as plantas apresentavam florescimento, julho e agosto. Ap6és a coleta, as
amostras foram acondicionadas em sacos plasticos e levadas para o Laboratoério de
Fitopatologia da UNESP, Campus de Jaboticabal, onde ficaram acondicionadas em
geladeira para posterior processamento.

Em relacdo aos calices, esses foram obtidos separando-se os respectivos
pedunculos. Cada amostra de calices de cada planta foi composta por 1,0g de tecido
vivo e separadas casualmente, totalizando quatro amostras por planta. As amostras de
calices foram colocadas em frascos Erlenmeyer de 125 mL contendo 50 mL de agua
destilada e estéril, seguido da agitagdo mecanica, durante 5 minutos, em um agitador
magnético do tipo “Vortex’. A partir dessa suspensdo foi feita diluicdo 10". Da
suspenséo diluida, aliquotas de 0,3 mL foram pipetadas e espalhadas com auxilio de
uma alga de Drigalski em placas de Petri contendo meio semi-seletivo (SONODA &
PELLOSI, 1988; GOES & KIMATI, 1998; PERES et al., 2002). O meio semi-seletivo

constituiu de meio BDA (batata-dextrose-agar) e 10 pg/mL de carbendazim. As placas
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foram incubadas a 25°C +2°C e fotoperiodo de 12 horas e avaliadas apés 48 horas
guanto ao crescimento das colbnias.

No caso das pétalas foi realizada a mesma metodologia descrita acima, porém, a
partir da suspensao adquirida foram feitas diluicées 1072

Para o isolamento das folhas, apds lavagem em agua corrente e desinfestacéo
prévia, foram obtidos fragmentos de cada amostra, os quais foram transferidos para
placas de Petri contendo meio semi-seletivo e, incubadas a 25°C+2°C, fotoperiodo de
12 horas e avaliadas ap6s 72 horas quanto ao crescimento das colénias. De cada
planta foram obtidas quatro amostras, cada qual representada por uma placa de Petri
contendo cinco fragmentos.

A avaliagcdo da populacdo residual foi baseada no numero de colGnias
produzidas de C. acutatum por grama de calices e pétalas. Para as folhas, a avaliacao
da populagdo residual teve o mesmo fundamento, pela contagem do numero de
col6nias C. acutatum por folha.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 4 x 3 x 2, totalizando 24 tratamentos com cinco repeticdes. Os
tratamentos corresponderam a quatro meses de coleta (julho, agosto, novembro e
dezembro), trés partes das plantas (calices, pétalas e folhas) e duas regides em que as
amostras foram coletadas (Itapetininga e Santa Cruz do Rio Pardo). Os dados foram
submetidos a analise da variancia e as médias dos fatores comparadas pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade.

3.2.2. Avaliacédo da populacao residual de Colletotrichum acutatum em folhas de
plantas jovens de variedades de laranja doce sob condicOes de casa de

vegetacao

As amostras foram obtidas de 10 plantas das variedades, Péra, Natal, Valéncia,
Folha Murcha e Hamlin, aos 2 e 3 anos de idade, e, em cada planta foram coletadas 10
folhas. Foram realizadas quatro amostragens, nos periodos de julho e dezembro de

2007, e, em julho e dezembro de 2008. As plantas foram cultivadas em condi¢cdes de
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casa de vegetagcdo no Departamento de Fitossanidade da UNESP, Céampus de
Jaboticabal, sendo regularmente irrigadas e adubadas.

A metodologia usada para o isolamento de folhas foi a mesma descrita no item
anterior. Os dados obtidos foram expressos em numero de colénias produzidas de C.

acutatum por folha.

3.3. Resultados

3.3.1. Avaliacdo da populacdo residual de Colletotrichum acutatum em calices
retidos, pétalas e folhas de plantas citricas sob condi¢cdes de campo

Os dados referentes ao numero de colbnias de C. acutatum encontrados em
calices retidos, pétalas e folhas em Itapetiniga e Santa Cruz do Rio Pardo nos meses de
julho, agosto, novembro e dezembro estédo contidos nas Tabelas 1 e 2.

Observa-se que, houve diferenca significativa entre os dois locais, somente
quando avaliadas colénias produzidas a partir de calices retidos (Tabela 1). Foi
constatada diferenca estatisticamente entre o nimero de col6nias obtidas de amostras
de calices retidos, pétalas e folhas coletadas em cada local (Tabela 1) e nos diferentes
meses, julho, agosto, novembro e dezembro (Tabela 2). Assim como, verificou-se
diferencga entre os meses que ocorreram as coletas para as amostras de calices retidos
e pétalas (Tabela 2).

O maior numero de colbnias foi verificado em amostras de calices retidos (Figura
1) e pétalas, nos meses de julho e agosto, porém, em novembro e dezembro, as
plantas da variedade Péra em Itapetininga e Santa Cruz do Rio Pardo néo
apresentavam florescimento, razéo pela qual, as pétalas ndo foram amostradas (Tabela
2).

Na avaliacdo das amostras a partir de folhas, observou-se baixo numero de
col6nias produzidas a partir da coleta nos dois locais e nos quatro meses (Tabelas 1 e
2).
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E provavel que, todas as coldnias formadas a partir de calices, pétalas e folhas

sejam de C. acutatum, pois foi usado meio de cultura semi-seletivo para o isolamento.

Tabela 1. Média do nimero de colénias de Colletotrichum acutatum produzidas a partir de diferentes
orgdos de plantas da variedade Péra coletados em Itapetininga/SP e em Santa Cruz do Rio

Pardo/SP.
FO% rgaos da planta tapetininga” Santa Cruz do Rio Pardo™
Calices 2,03 aB 2,42 aA
Pétalas 1,92 aA 1,90 bA
Folhas 0,99 bA 0,86 cA

”. dados transformados em log x+1. Médias seguidas pela mesma letra minuscula nas colunas e
mailscula na linha n&o diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (P=0,05).

Tabela 2. Média do nimero de colénias de Colletotrichum acutatum produzidas a partir de diferentes
orgdos de plantas da variedade 'Péra’ coletados nos meses de julho, agosto, novembro e
dezembro em ltapetininga/SP e em Santa Cruz do Rio Pardo/SP.

V5% orgaos da planta Julho Agosto Novembro Dezembro
Calices 3,33 bA 3,41 aA 1,63 aB 0,52 aC
Pétalas 3,80 aA 3,82 aA _ _

Folhas 0,82 cA 0,95 bA 1,06 bA 0,88 aA

” dados transformados em log x+1. Médias seguidas pela mesma letra miniscula nas colunas e
mailscula na linha ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (P=0,05).

Figura 1. Colbnias produzidas a partir de amostras de calices retidos
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3.3.2. Avaliagcdo da populacéo residual de Colletotrichum acutatum em folhas de
plantas jovens de variedades de laranja doce sob condicbes de casa de

vegetacao

N&o foi verificada diferenga estatisticamente significativa quanto ao numero de
colénias de C. acutatum produzidas a partir de amostras de folhas das laranjeiras
‘Péra’, ‘Natal’, ‘Valéncia’, ‘Folha Murcha’ e ‘Hamlin’, coletadas em julho e dezembro nos
anos de 2007 e 2008 (Tabelas 3 e 4).

Tabela 3. Média do nimero de colénias de Colletotrichum acutatum produzidas a partir de folhas de
plantas de diferentes variedades mantidas em casa de vegetagéo coletadas em 2007 e 2008.

"% /\ariedades 2007 2008

Péra 1,10 aA 1,22 aA
Natal 0,92 aA 0,95 aA
Valéncia 0,92 aA 1,10 aA
Folha Murcha 0,70 aA 0,84 aA
Hamlin 0,84 aA 0,87 aA

Médias seguidas pela mesma letra mindscula nas colunas e mailscula na linha nio diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey (P=0,05).

Tabela 4. Média do numero de colénias de Colletotrichum acutatum produzidas a partir de folhas de
plantas de diferentes variedades mantidas em casa de vegetacdo coletadas nos meses de
julho e agosto de 2007 e 2008.

Meses

IVariedades Julho Dezembro
Péra 1,02 aA 1,30 aA
Natal 0,99 aA 0,89 aA
Valéncia 0,99 aA 1,04 aA
Folha Murcha 0,79 aA 0,75 aA
Hamlin 0,74 aA 0,97 aA

Médias seguidas pela mesma letra mindscula nas colunas e mailscula na linha nio diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey (P=0,05).

A partir destas amostras colhidas de plantas mantidas em casa de vegetacao foi

obtido baixo numero de colénias. No entanto, possivelmente, as poucas colOnias
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formadas eram todas pertencentes a espécie C. acutatum, ja que utilizou-se meio semi-
seletivo para o isolamento, da mesma maneira como foi feito para amostras obtidas em

campo.

3.4. Discussao

Os conidios de C. acutatum sado produzidos em abundéancia nos acérvulos em
flores infectadas e sao dispersos pelos respingos de chuva para outras flores onde
penetram diretamente, sem a formacao de apressoério (TIMMER et al., 1994; ZULFIQAR
et al., 1996). Nesse caso, a doenga PFC, manifesta-se de forma exponencial (GOES et
al., 2008), sendo que, em condi¢des de alta umidade, o fungo infecta rapidamente o
tecido das pétalas. Estas informacbes convergem com os resultados obtidos neste
estudo, os quais demonstraram elevado numero de colénias obtidas a partir de pétalas.

Segundo AGOSTINI & TIMMER (1992), apressérios de C. acutatum
aparentemente, perdem a viabilidade com o tempo, ocorrendo um declinio gradual de
algumas populag¢des com a auséncia de flores. Este fato pode ser observado em calices
retidos, que quando na auséncia de flores, o numero de colbnias obtidas através de
amostras desses 6rgaos diminui significativamente em relacdo aos meses que as
plantas apresentavam flores. Porém, quando avaliando folhas, esta diferenca nao foi
observada entre os meses que as plantas proporcionavam flores.

Quanto a sobrevivéncia do fungo, esta ocorre por meio de apressérios formados
na superficie de folhas, ramos e calices retidos (TIMMER et al., 1994; ZULFIQAR et al.,
1996). O elevado numero de coldnias obtidas a partir de calices retidos verificado nesta
pesquisa reforgca as evidéncias quanto a maior sobrevivéncia de C. acutatum nestes
orgaos, porém na pratica, o numero de folhas encontradas nas plantas € muito maior
quando comparado ao numero de calices retidos.

Conidios de C. acutatum conseguem sobreviver até por um més na superficie de
folnas sem germinar. Contudo, ap6s a germinagédo, a maioria dos conidios produzira

apressorios que poderao permanecer viaveis nas folhas e constituir fontes de in6culo do
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fungo para a infeccao de flores produzidas posteriormente (TIMMER et al., 1994;
ZULFIQAR, et al., 1996). Em PFC, os apressorios formados em tecidos maduros séo
essenciais para sobrevivéncia de C. acutatum (AGOSTINI et al., 1992; AGOSTINI &
TIMMER, 1994; TIMMER et al., 1994; ZULFIQAR et al., 1996). Visto que, as flores,
tecidos suscetiveis, ocorrem sazonalmente, C. acutatum sobrevive na forma de
apressoérios como infec¢des quiescentes em folhas maduras (AGOSTINI et al., 1992;
ZULFIQAR et al., 1996).

O numero de colbnias produzidas a partir de folhas apresentou-se baixo, quando
comparado a produgdo de colénias procedentes de pétalas e calices retidos.
Possivelmente, isso se deve ao fato de C. acutatum em folhas sobreviver na forma de
apressoérios como infecgdes quiescentes (AGOSTINI & TIMMER, 1994; ZULFIQAR et
al., 1996; PERES et al., 2005), cujo numero de colénias obtidas in vitro deve ser
dependente da sua viabilidade intrinseca (AGOSTINI & TIMMER, 1992) e dos
estimulos ambientais e quimicos externos (TIMMER et al., 1994).

Neste estudo, verificou-se a formacédo de colénias de C. acutatum a partir de
folnas de plantas jovens, as quais ndo haviam apresentado ainda o periodo de
florescimento. Possivelmente, o fungo sobreviva em ramos e seja disseminado através

da propagacéo vegetativa.

3.5. Conclusdes

Calices retidos, pétalas e folhas existentes em areas citricas com antecedentes de
PFC sao 6rgaos sobre os quais ocorre a sobrevivéncia de C. acutatum, sendo dessa forma,
fontes de in6culo primaria do fungo.

Colletotrichum acutatum sobrevive em calices retidos e em folhas, porém, o
maior numero de propagulos em termos absolutos, sdo verificados nos calices retidos.

Colletotrichum acutatum sobrevive em folhas de plantas jovens.
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CAPITULO 4 — AVALIACAO DE FUNGICIDAS, NO CONTROLE DA PODRIDAO
FLORAL DOS CITROS, CAUSADA POR Colletotrichum acutatum, APLICADOS EM
DIFERENTES ESTADIOS DE FLORESCIMENTO

Resumo — O controle da doenga Podridao floral dos citros (PFC) é feito essencialmente
mediante a aplicacdo de fungicidas. Em pomares de laranja ‘Péra’, localizados em
Itapetininga e em Santa Cruz do Rio Pardo foram avaliados a eficiéncia de diferentes
fungicidas aplicados isoladamente ou em combinacdo em diferentes estadios de
florescimento visando o controle da doenga. Além disso, determinou-se a viabilidade
técnica da aplicagdo do fungicida protetor e, ou erradicante, acompanhados ou nao de
aplicagcdes subsequentes com fungicidas de diferentes grupos quimicos. Foram
consideradas nas avaliagbes as variaveis, numero médio de frutos efetivos (NMFE), a
relacéo calices retidos e frutos vingados (CR/FV), porcentagem de ramos com frutos
(%RC/FRU) e producdo. Observou-se que a grande dificuldade para o controle da
podridao floral em citros € determinar o instante das pulverizagdes, para isso, varias
condi¢cdes devem-se ser analisadas. Os fungicidas sistémicos, carbendazim, tiofanato-
metilico e pyraclostrobin e o protetor folpet quando aplicados isoladamente em ‘cabeca-
de-fésforo’ e ‘cotonete’ ndo diferiram entre si, portanto esses fungicidas tornam-se
alternativas no controle da PFC. As aplicagbes de erradicante ou protetor nos estadios,
primérdio floral e ‘cabeca-de-alfinete’ em combinagdo com fungicidas sistémicos em
‘cabeca-de-fosforo’ e ‘cotonete’ ndo diferiu das aplicagbes dos sistémicos isoladamente,
assim nas condicdbes em que os experimentos foram executados, as aplicacbes de
erradicantes ou de protetor tornou-se dispensavel. Nao houve diferenca entre trés
aplicacdes em ‘cabeca-de-alfinete’, ‘cabeca-de-fésforo’ e ‘cotonete’ e, duas aplicagdes
em ‘cabeca-de-fésforo’ e ‘cotonete’ de carbendazim, assim como, ndo houve diferenca
entre duas aplicagbes em ‘cabeca-de-fésforo’ e ‘cotonete’ e uma aplicagdo em
‘cotonete’ de carbendazim, logo nas situacbes em que os experimentos foram
realizados, uma unica aplicagdo de carbendazim no estadio de ‘cotonete’ foi suficiente

para o controle da doenca. A aplicagdo de fosfito em mistura em tanque com aménia
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quaternaria 2 (cloreto de n-alquil-benzil-dimetilaménio) e, em combinacdo com
carbendazim nao proporcionou melhor resultado quando comparado com o0s outros

tratamentos, deste modo esta mistura ndo otimizou o controle da doenga PFC.

Palavras-chave: Citrus sinensis, queda prematura de frutos citricos, produgéo
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4.1. Introducéo

A doenga Podridao floral dos citros (PFC) ou Queda prematura dos frutos citricos
(QPFC) é causada por Colletotrichum acutatum J.H. Simmonds. E uma doenca comum
em areas umidas, produtoras de citros, da América tropical e subtropical (TIMMER et
al.,1994).

Os sintomas da PFC distinguem-se por lesdes de coloracdo laranja-
amarronzadas, principalmente nas pétalas das flores abertas. Posteriormente a
infecc¢éo de flores, os ‘chumbinhos’ caem e os calices ficam aderidos aos ramos. Estas
estruturas formadas s&o comumente chamadas de “estrelinhas” (FAGAN, 1984a;
FEICHTENBERGER, 1991; AGOSTINI et al., 1992; TIMMER et al., 1994).

Esta doenca foi inicialmente descrita em Belize, por FAGAN (1979). No Brasil, o
relato da primeira ocorréncia foi no Rio Grande do Sul por DORNELLES (1977),
constatado PORTO et al. (1979) e, atualmente ocorre em todas as areas produtoras de
citros. No Estado de Sao Paulo, grandes perdas ocorreram na regido sul do estado.

Praticamente todas as variedades de laranjas doces, limdes e limas acidas sao
suscetiveis ao patdégeno, principalmente quando estas florescem mais de uma vez por
ano, ou quando as condi¢gdes propiciam a ocorréncia de mais de uma florada
(FEICHTENBERGER, 1991; TIMMER et al., 1994). Sob condigdes ambientais
extremamente favoraveis ao desenvolvimento do patdégeno, a doenca pode causar
perdas de até 100% (TIMMER, 1993). No Estado de S&o Paulo, héa registros de perdas
significativas em muitos pomares das principais regides produtoras paulistas, com
reducdo de até 80% da produgédo (FEICHTENBERGER, 1991; FEICHTENBERGER,
1994; PRATES et al, 1995; GOES & KUPPER, 2002).

O controle da PFC é quase que exclusivamente baseado na pulverizagdo com
fungicidas na época da florada. No Brasil, fungicidas a base de carbendazim,
difenoconazole, trifloxystrobin, folpet, mancozeb, ferbam, aplicados isoladamente ou em
combinagéo, tém-se mostrado eficientes no controle da doenga (GOES et al., 2000;
PERES et al., 2002; GALLI et al., 2002; GOES et al., 2008).
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Um programa visando a eficiéncia no controle da doenca nédo é constante todos
0s anos, independente das combinac¢des dos fungicidas avaliados (PORTO, 1981a;
PORTO, 1981b). Portanto, alguns aspectos devem ser levados em consideragao
quanto a definicao das estratégias de controle, com énfase para o historico da doenca
na area, as condicdes ambientais, o estadio de desenvolvimento da flor, a capacidade
operacional, variedade e o potencial histérico de produtividade do talhdo.

Os objetivos deste trabalho foram: (i) avaliar o controle da doenga usando
fungicidas de diferentes grupos quimicos, isoladamente ou em combinagao; (ii)
determinar estadios de florescimento mais adequados para o controle da doenga; (iii)
determinar a viabilidade técnica da aplicagédo do fungicida protetor e, ou erradicante,
acompanhados ou ndo de aplicagbes subsequentes com fungicidas de diferentes

grupos quimicos.

4.2. Material e Métodos

4.2.1. DescrigOes dos pomares

Os experimentos foram realizados em duas localidades, nos municipios paulistas
de ltapetininga e Santa Cruz do Rio Pardo, em areas com antecedentes comprovados
por elevados niveis da PFC. No pomar de citros localizado em Itapetininga, os
experimentos foram constituidos pela variedade Péra (Citrus sinensis (L.) Osbeck),
enxertada em limoeiro ‘Cravo’ (C. limonia Osbeck), com 12 anos de plantio. Em Santa
Cruz do Rio Pardo, os experimentos foram compostos pela variedade Péra, enxertada
em limoeiro ‘Cravo’, com 17 anos de idade. Os talhdes foram selecionados
considerando-se a presenca de calices persistentes remanescentes do ano anterior,
indicativo do potencial da doenga no ano corrente. Os dados meteorolégicos de
temperatura média do ar, assim como, os valores de precipitacao foram obtidos da base

de dados do Centro Integrado de Informacdes Agrometeorolégicas (CIIAGRO, 2009),
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Instituto Agrondémico (IAC), para os meses de junho a outubro de 2006 e de 2007 para

os dois municipios (Tabela 1).

Tabela 1. Dados meteorolégicos de temperatura média do ar (°C) e precipitagdo (mm) para os meses de
junho a outubro de 2006 e de 2007, em ltapetininga e Santa Cruz do Rio Pardo (CIIAGRO).

Itapetininga Santa Cruz do Rio Pardo
Periodo (més) Temperatura Precipitagdo (mm)  Temperatura Precipitagdo (mm)

média (°C) média (°C)

2006 2007 2006 2007 2006 2007 2006 2007
Junho 18,1 18,2 29 3,9 21,1 20,8 28,5 37
Julho 17,8 16,1 89,6 139,6 21,6 18,5 25 204,5
Agosto 17,9 19,6 16,3 3 22 22,1 20,5 1
Setembro 19,8 21,8 89,4 42,3 21,3 24,9 151 14,5
Outubro 21,8 22,5 85,1 39,9 24,9 25,4 178 195,5

4.2.2. Tratamentos (fungicidas e fertilizantes) adotados na experimentacao

Os fungicidas/bactericidas empregados foram (i) cloreto de dodecil dimetil
amdnio, amdnia quaterndria 1, 1 mL/L (SporeKil®, Defensive Comércio e
Representagdo Ltda, Jaboticabal/SP), e (ii) cloreto de n-alquil-benzil-dimetilaménio,
amdnia quaternaria 2, 1,5 mL/L (Fegatex®, PRTrade Representacdo, Comércio,
Importacéo e Exportacao Ltda, S&do Paulo/SP).

Dentre os tratamentos constituidos exclusivamente por propriedades fungicidas
foram avaliados: (i) chlorothalonil, 3mL/L (Daconil®, Iharabras S.A. IndUstrias Quimicas,
Sorocaba/SP); (i) carbendazim, 1mL/L (Derosal®, Bayer S.A., Sao Paulo/SP); (iii)
tiofanato-metilico, 1,5 mL/L (Cercobin®, lharabras S.A. Industrias Quimicas,
Sorocaba/SP); (iv) folpet, 2g/L (Folpan®, Arysta LifeScience do Brasil Industria Quimica
e Agropecuaria Ltda, Sdo Paulo/SP); (v) pyraclostrobin, 0,15 mL/L (Comet®, Basf S.A.,

Sao Paulo/SP) e; (vi) difenoconazole, 0,4 mL/L (Score®, Syngenta Protecdo de Cultivos
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Ltda, Sdo Paulo/SP). Neste contexto, foram avaliados especialmente os respectivos
efeitos protetor e curativo. Também, foram realizadas combinagées com produtos que,
embora essencialmente de propriedade fertilizante, pudessem otimizar as respostas de
controle do patdgeno. Para tal foi avaliado o fosfito, 2mL/L (Nutri Phite®, 28% de P,0se
26% de K0, |Iharabras S.A. Industrias Quimicas, Sorocaba/SP).

4.2.3. Avaliagéo de fungicidas, no controle da podridao floral dos citros, causada
por Colletotrichum acutatum, aplicados em diferentes estadios de florescimento,

em Itapetininga/SP

Em Itapetininga, SP, o primeiro experimento foi implantado em junho de 2006.
Foram avaliados o efeito de até quatro pulveriza¢gdes com fungicidas, sendo que os
produtos e a forma de aplicagéo, isoladamente ou em combinagéo, variaram de acordo
com os estadios de florescimento descritos por AGUSTI et al. (2000): primérdio floral:
flor fechada; ‘cabeca-de-alfinete’: caracteriza-se pela presenca de botdes florais verdes,
com comprimento menor que 4mm; ‘cabeca-de-fésforo’: predominancia de botdes
florais verdes a verde-esbranquicados, arredondados de 4 a 6 mm de comprimento;
‘cotonete’: predominam botdes florais brancos, fechados, alongados ou em expanséao,
com comprimento superior a 6 mm (Tabela 2). As pulverizagdes foram realizadas em
13/07, 24/07, 02/08 e 17/08/2006.

O mesmo experimento foi estabelecido em julho de 2007, e foram efetuadas,
zero, duas e trés pulverizagdes, conforme os estadios de florescimento: ‘cabeca-de-
alfinete’, ‘cabeca-de-fosforo’ e ‘cotonete’. As pulverizagdes foram realizadas em 22/08,
29/08 e 10/09/2007. Porém, no momento da primeira avaliagdo, observaram-se poucos
calices aderidos ao ramo, inviabilizando as analises. O mesmo ocorreu mediante a
segunda avaliagdo, percebeu-se que ndo havia variagdo no numero de frutos por
planta, tornando-se mais uma vez as analises inviaveis. Portanto, os resultados deste

ensaio foram descartados.
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Os produtos foram aplicados mediante uso de turboatomizadores, marca Jacto®,
modelo Arbus Export, com capacidade de 2000 litros. A presséo de trabalho foi de 130

Ibs/pol®. A vazao empregada foi de 1050 litros por hectare ou trés litros por planta.

4.2.4. Avaliacao de fungicidas, no controle da podridéo floral dos citros, causada
por Colletotrichum acutatum, aplicados em diferentes estadios de florescimento,
em Santa Cruz do Rio Pardo/SP

Em Santa Cruz do Rio Pardo, SP, o primeiro experimento foi implantado em
agosto de 2006 e foram efetuadas de zero a trés pulverizagdes nos estadios de
florescimento designados: (i) primérdio floral; (ii) ‘cabeca-de-fosforo’ e (iii) ‘cotonete’
(Tabela 3). As pulverizagbes foram realizadas em 22/09, 29/09 e em 05/10/2006.

O segundo experimento foi efetivamente implantado em julho de 2007, cujas
pulverizagdes foram realizadas em 17/08, 27/08 e 09/09/2007. Os estadios de
florescimento aos quais foram realizadas as pulverizagdes foram ‘cabeca-de-alfinete’,
‘cabeca-de-fésforo’ e ‘cotonete’, sendo realizadas zero, duas e trés pulverizacdes
(Tabela 4).

Para aplicacdo dos fungicidas foi utilizado turboatomizador Martignani®, com
capacidade de 2000 litros. A pressao de trabalho foi de 1,75 bar ou 25,4 psi. O volume

aplicado foi de 1200 litros de calda por hectare, ou 3,85 litros por planta.
4.2.5. Critérios de avaliacdo e andlises estatisticas

Para determinacdo da eficiéncia dos tratamentos foram realizadas duas
avaliagdes. A primeira, 60 dias ap6s a queda das pétalas:

Numero médio de frutos efetivos (NMFE) % = (A/A+B)X100 onde,

A = numero de frutos vingados; B = numero de calices retidos e/ou numero de frutos

amarelecidos devido a doenca.
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Relacgéo calices retidos e frutos vingados (CR/FV) = C/D onde,

C = numero de calices retidos e/ou numero de frutos amarelecidos devido a doenga;

D = numero de frutos vingados.

Ramos com frutos (RF) %: = (E/20)X100 onde,

E = numero de ramos com frutos em 20 ramos avaliados.

A segunda avaliagdo foi realizada por ocasido da colheita dos frutos, quando,
entdo, deu-se a contagem do numero médio de frutos por planta.

Para todos os experimentos foi adotado o delineamento estatistico de blocos ao
acaso.

Nos experimentos realizados em lItapetininga, foram empregadas trés linhas de
plantas, contendo no minimo 37 plantas de extensdo, sendo avaliadas as plantas
existentes na linha central, a partir da 52 planta, seguido de multiplo de 3. Para as
avaliacdes de numero médio de frutos efetivos, calices retidos/frutos vingados e
porcentagem de ramos com frutos foram utilizadas 5 repeticbes, sendo que cada
unidade amostral foi representada por duas plantas. Para cada uma das dez plantas
amostradas foram avaliados 20 ramos, sendo cinco por quadrante. Para avaliacéo de
producado foram contados o numero médio de frutos por planta, nas cinco plantas
centrais da parcela.

Para o primeiro ensaio executado em Santa Cruz do Rio Pardo, foram
empregadas trés linhas de plantas, de no minimo 25 plantas, sendo avaliadas as
plantas da linha central. Para tal a avaliagdo iniciou-se na 32 planta de uma das
extremidades, e, posteriormente, nas de multiplo de 2, até completar a 10? planta.
Nessas avaliagbes foram determinados (i) numero médio de frutos efetivos, (ii) calices
retidos/frutos vingados e (iii) ramos com frutos. Para todas as dez plantas foram
avaliados 12 ramos, sendo trés por quadrante. Para avaliagéo de producao, foi contado

o numero médio de frutos por planta nas dez plantas centrais previamente avaliadas.
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Tabela 2. Tratamentos com fungicidas isoladamente ou em combinagdo aplicados em diferentes estadios
de florescimento de laranjeira ‘Péra’, visando o controle de Colletotrichum acutatum, agente
causal da Podridao floral dos citros. Itapetininga/SP, 2006.

Tratamentos Estadios de Florescimento

Primérdio floral Cabecga-de-alfinete Cabeca-de-fosforo  Cotonete
TO1 Amonia Quaternaria 1
T02 Amonia Quaternaria 1 Amonia Quaternaria 1
TO3 Chlorothalonil
TO4 Chlorothalonil Chlorothalonil
TO5 Amonia Quaternaria 2
TO6 Amonia Quaternaria 2 Amonia Quaternaria 2
TO7 TESTEMUNHA
TO8 Carbendazim Carbendazim
TO9 Tiofanato-metilico Tiofanato-metilico
T10 Folpet Folpet
T Pyraclostrobin Pyraclostrobin
T12 Amonia Quaternaria 1 Carbendazim Carbendazim
T13 Amonia Quaternaria 1 Amonia Quaternaria 1 Carbendazim Carbendazim
T14 Chlorothalonil Carbendazim Carbendazim
T15 Chlorothalonil Chlorothalonil Carbendazim Carbendazim
T16 Amonia Quaternaria 2 Carbendazim Carbendazim
T17 Amonia Quaternaria 2 Amonia Quaternaria 2 Carbendazim Carbendazim
T18 Amonia Quaternaria 1 Tiofanato-metilico Tiofanato-metilico
T19 Amonia Quaternaria 1 Amonia Quaternaria 1 Tiofanato-metilico Tiofanato-metilico
T20 Chlorothalonil Tiofanato-metilico Tiofanato-metilico
T21 Chlorothalonil Chlorothalonil Tiofanato-metilico Tiofanato-metilico
T22 Amonia Quaternaria 2 Tiofanato-metilico Tiofanato-metilico
T23 Amonia Quaternaria 2 Amonia Quaternaria 2 Tiofanato-metilico Tiofanato-metilico
T24 Amoénia Quaternaria 1 Folpet Folpet
T25 Amonia Quaternaria 1 Amonia Quaternaria 1 Folpet Folpet
T26 Chlorothalonil Folpet Folpet
T27 Chlorothalonil Chlorothalonil Folpet Folpet
T28 Amonia Quaternaria 2 Folpet Folpet
T29 Amonia Quaternaria 2 Ambdnia Quaternaria 2 Folpet Folpet
T30 Amonia Quaternaria 1 Pyraclostrobin Pyraclostrobin
T31 Ambdnia Quaternaria 1 Amodnia Quaternaria 1 Pyraclostrobin Pyraclostrobin
T32 Chlorothalonil Pyraclostrobin Pyraclostrobin
T33 Chlorothalonil Chlorothalonil Pyraclostrobin Pyraclostrobin
T34 Ambdnia Quaternaria 2 Pyraclostrobin Pyraclostrobin
T35 Amonia Quaternaria 2 Amonia Quaternaria 2 Pyraclostrobin Pyraclostrobin
T36 Amoénia Quaternaria 2+ Amobnia Quaternaria 2+ Carbendazim Carbendazim

Fosfito Fosfito

Aménia Quaternaria 1: Sporekill®, 1mL/L; Chlorothalonil: Daconil®, 3mL/L; Aménia Quaternaria 2: Fegatex®,
1,5mL/L; Carbendazim: Derosal®, 1mL/L; Tiofanato-metilico: Cercobin®’, 1,5 mL/L; Folpet: Folpan®, 2g/L;
Pyraclostrobin: Comet®, 0,15 mL/L; Fosfito: Nutri Phite®, 2mL/L.
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Tabela 3. Tratamentos com fungicidas isoladamente ou em combinacgdo aplicados em diferentes estadios
de florescimento de laranjeira ‘Péra’, visando o controle de Colletotrichum acutatum, agente
causal da Podridao floral dos citros. Santa Cruz do Rio Pardo/SP, 2006.

Tratamentos Gema

TO1
TO2
TO3
T04

TO5
TO6

TO7
TO8
TO9
T10
T11

Cabeca-de-fésforo

Cotonete

Amonia Quaternaria 1
Amonia Quaternaria 1

Amonia Quaternaria 1

Chlorothalonil
Chlorothalonil
Chlorothalonil

Carbendazim
Carbendazim
Amonia Quaternaria 1+
Carbendazim

Amonia Quaternaria 1+
Carbendazim

Carbendazim

Chlorothalonil + Carbendazim

Chlorothalonil + Carbendazim
TESTEMUNHA

Carbendazim
Carbendazim
Amonia Quaternaria 1+
Carbendazim
Carbendazim
Amonia Quaternaria 1+
Carbendazim

Carbendazim
Chlorothalonil + Carbendazim
Chlorothalonil + Carbendazim

Amonia Quaternaria 1: Sporekill®, 1mL/L; Chlorothalonil: Daconil®, 3mL/L; Carbendazim: Derosal®, 1mL/L.

Tabela 4. Tratamentos com fungicidas isoladamente ou em combinagdo aplicados em diferentes estadios
de florescimento de laranjeira ‘Péra’, visando o controle de Colletotrichum acutatum, agente
causal da Podridéo floral dos citros. Santa Cruz do Rio Pardo/SP, 2007.

Tratamentos
TO1
TO2
TO3
TO4
TO5
TO6
TO7
TO8
TO9
T10
T11

Alfinete

Cabeca-de-fésforo

Cotonete

Amonia Quaternaria 2
Amonia Quaternaria 1

Chlorothalonil

Amonia Quaternaria 2
Amonia Quaternaria 1

Chlorothalonil

Tiofanato-metilico

Carbendazim
Difenoconazole

Amonia Quaternaria 2
Amodnia Quaternaria 1
Chlorothalonil
Carbendazim
Carbendazim
Carbendazim
Carbendazim
Tiofanato-metilico
Carbendazim
Carbendazim
TESTEMUNHA

Amonia Quaternaria 2
Amonia Quaternaria 1
Chlorothalonil
Carbendazim
Carbendazim
Carbendazim
Carbendazim
Tiofanato-metilico
Carbendazim
Carbendazim

Amoénia Quaternaria 2: Fegatex®, 1,5mL/L; Amonia Quaternaria 1: Sporekill®, 1mL/L; Chlorothalonil:

Daconil®,

3mL/L;

Carbendazim:

Difenoconazole: Score®, 0,4 mL/L.

No segundo experimento

Derosal®,

1mL/L;

Tiofanato-metilico:

Cercobin®', 1,5 mL/L;

realizado em Santa Cruz do Rio Pardo, as

pulverizagdes foram igualmente realizadas em trés linhas de no minimo 45 plantas,
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cujas avaliagcdes foram realizadas naquelas pertencentes a central. A avaliagcdo foi
realizada a partir da 32 planta de uma das extremidades, seguido de multiplo de 3. Para
as avaliagdes de (i) numero médio de frutos efetivos, (ii) calices retidos/frutos vingados
e (iii) porcentagem de ramos com frutos foram utilizadas quatro repeticbes. Cada
repeticéo foi representada por trés plantas. Em todas as 12 plantas amostradas foram
avaliados 25 ramos, nos quatro quadrantes da planta. Para avaliagdo da producéo
foram contados o numero médio de frutos por planta, nas quatro plantas centrais da

parcela.

4.3. Resultados

4.3.1. Avaliacdo de fungicidas, no controle da podridéo floral dos citros, causada
por Colletotrichum acutatum, aplicados em diferentes estadios de florescimento,
em Itapetininga/SP, 2006

Observaram-se diferengas estatisticamente significativas nas variaveis, numero
médio de frutos efetivos (NMFE), calices retidos/frutos vingados (CR/FV), porcentagem
de ramos com frutos (%RC/FRU) e produgéo (PROD) (Tabela 5).

Embora a quantidade de doenca nao tenha sido suficientemente elevada para
mostrar nitidamente a eficiéncia dos tratamentos, pode-se notar o efeito de alguns
fungicidas aplicados isoladamente ou em combinagbes, bem como a época de
aplicacdo de acordo com o estadio de florescimento.

Em relacdo ao NMFE (Tabela 5), verificou-se que os tratamentos 17, 18 e 20,
diferiram estatisticamente dos tratamentos 12 e 29. Os resultados desta avaliagédo
mostraram baixa eficiéncia da aménia quaternaria 2, aplicada em primoérdio floral e
‘cabeca-de-alfinete’ em combinacdo com folpet aplicado em ‘cabeca-de-fésforo’ e
‘cotonete’ (T29), bem como da ambnia quaternaria 1, aplicada em primoérdio floral em
combinagdo com carbendazim aplicado em ‘cabeca-de-fésforo’ e ‘cotonete’ (T12).

Resultados superiores foram verificados quando na aplicacao de aménia quaternaria 1
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em combinacdo com tiofanato-metilico (T18 e T20) e na aplicagdo de ambnia
quaternaria 2 em combinagdo com carbendazim (T17). Os outros tratamentos né&o
diferiram estatisticamente entre si.

Os fungicidas sistémicos, carbendazim, tiofanato-metilico e pyraclostrobin, assim
como o protetor folpet, em aplicacdes isoladas em ‘cabeca-de-fésforo’ e ‘cotonete’,
apresentaram bons resultados, indicando alternativas nas pulverizagbes visando o
controle da PFC (Tabela 5).

Quanto a relacado calices retidos e frutos vingados (CR/FV), verificou-se que os
tratamentos que se mostraram mais eficientes em relagdo ao NMFE, 17, 18 e 20,
também se destacaram nesta avaliagdo. O mesmo ocorreu com os tratamentos 12 e 29,
com resultados inferiores (Tabela 5).

Em relagédo a porcentagem de ramos com frutos (%RC/FRU), verificou-se que os
tratamentos 8, 9 e 16, aplicacdo de carbendazim isolado em ‘cabeca-de-fésforo’ e
‘cotonete’, aplicagdo de tiofanato-metilico isolado em ‘cabeca-de-fosforo’ e ‘cotonete’ e
aplicacao de amdnia quaternaria 2 em combinagéo com carbendazim, respectivamente,
diferiram do tratamento 29, aplicagdo de ambnia quaternaria 2 em combinagdo com
folpet (Tabela 5).

Quanto a produgédo (Tabela 5), alguns resultados diferiram quando comparados
com os resultados das primeiras avaliagbes. O tratamento 27, aplicagcdo de
chlorothalonil em ‘primordio floral’ e ‘cabecga-de-alfinete’ e folpet em ‘cabega-de-fosforo’
e ‘cotonete’ diferiu estatiscamente dos tratamentos 3, uma Uunica aplicagdo de
chlorotalonil em primoérdio, 12, aplicagédo de amdnia quaternaria 1 em combinagdo com
carbendazim e 19, aplicagédo de amdnia quaternaria 1 em combinagdo com tiofanato-
metilico. E o tratamento 12, que apresentou o menor numero de frutos produzidos,
também diferiu estatisticamente dos tratamentos 6, 15, 20, 25, 29 e 33.

Neste ensaio pode-se verificar que o tratamento 7, a testemunha néao diferiu de
outros tratamentos e apresentou uma producgado relativamente alta indicando que,
possivelmente, os fatores ambientais foram desfavoraveis para um alto nivel da doenga
(Tabelas 1 e 5).
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Tabela 5. Médias do efeito de fungicidas, no niumero médio de frutos efetivos (NMFE), na relacéo calices
retidos e frutos vingados (CR/FV), na porcentagem de ramos com frutos (%RF) e na produgéo
(PROD) avaliados em laranja ‘Péra’, afetada pela ‘podriddo floral dos citros (PFC), em
Itapetininga/SP, 2006.

Tratamentos NMFE* CR/IFV* %RF PROD
TO1 5,73 ab 1,80 ab 75 ab 1329 abc
T0O2 6,39 ab 1,61 ab 80 ab 1207 abc
TO3 6,15 ab 1,67 ab 83 ab 1196 bc
TO4 7,00 ab 1,45 ab 93 ab 1497 abc
TO5 6,19 ab 1,72 ab 84 ab 1329 abc
TO6 6,72 ab 1,57 ab 87 ab 1743 ab
TO7 6,39 ab 1,60 ab 89 ab 1390 abc
TO8 6,71 ab 1,52 ab 98 a 1551 abc
TO9 6,73 ab 1,52 ab 98 a 1392 abc
T10 6,67 ab 1,53 ab 97 ab 1420 abc
T11 7,19 ab 1,43 ab 88 ab 1272 abc
T12 5,34 b 1,96 a 79 ab 993 ¢
T13 7,25 ab 1,43 ab 86 ab 1496 abc
T14 6,43 ab 1,58 ab 94 ab 1293 abc
T15 6,79 ab 1,51 ab 94 ab 1683 ab
T16 6,40 ab 1,59 ab 99 a 1432 abc
T17 7,80 a 1,30 b 89 ab 1479 abc
T18 7,81 a 1,31b 88 ab 1484 abc
T19 6,51 ab 1,60 ab 76 ab 1196 bc
T20 7,78 a 1,31b 96 ab 1618 ab
T21 7,34 ab 1,40 ab 87 ab 1554 abc
T22 6,87 ab 1,49 ab 97 ab 1443 abc
T23 6,89 ab 1,50 ab 86 ab 1306 abc
T24 6,32 ab 1,63 ab 80 ab 1324 abc
T25 6,70 ab 1,55 ab 85 ab 1596 ab
T26 6,26 ab 1,62 ab 90 ab 1456 abc
T27 6,75 ab 1,51 ab 93 ab 1802 a
T28 5,80 ab 1,76 ab 85 ab 1262 abc
T29 531b 2,01 a 73 b 1611 ab
T30 6,52 ab 1,57 ab 88 ab 1460 abc
T31 5,91 ab 1,85 ab 77 ab 1342 abc
T32 5,97 ab 1,73 ab 88 ab 1538 abc
T33 6,72 ab 1,51 ab 95 ab 1671 ab
T34 7,45 ab 1,40 ab 97 ab 1578 abc
T35 7,15 ab 1,42 ab 93 ab 1555 abc
T36 6,45 ab 1,60 ab 89 ab 1551 abc

Médias seguidas pela mesma letra minuscula nas colunas néo diferem estatisticamente pelo teste de
Tukey (P20,05).

De uma forma geral, analisando todas as avaliacdes, verificou-se que, as
amodnias quaternarias 1 e 2 e o protetor chlorothalonil quando aplicados isoladamente
em primordio floral e ‘cabeca-de-alfinete’, tratamentos 1, 2, 3, 4, 5 e 6, ndo diferiram dos
outros tratamentos. Os fungicidas sistémicos, carbendazim, tiofanato-metilico e

pyraclostrobin, quando aplicados isoladamente em ‘cabeca-de-fésforo’ e ‘cotonete’ (T8,
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T9 e T11) nado diferiram dos outros tratamentos, bem como a aplicagdo de folpet
isoladamente (T10). A aplicacdo de fosfito em mistura em tanque com amoénia
quaternaria e em combinag¢do com carbendazim nao diferiu dos outros tratamentos. O
tratamento 12, uma aplicacdo de amodnia quaternaria 1 em combinagdo com 2
aplicacdes de carbendazim mostrou baixa eficiéncia no controle, quando analisadas
todas as avaliagbes. Resultados quanto a aplicacao do protetor folpet em ‘cabeca-de-
fosforo’ e ‘cotonete’ em combinagdo com a amdnia quaternaria 2, variaram conforme a

avaliagao.

4.3.2. Avaliacao de fungicidas, no controle da podridao floral dos citros, causada
por Colletotrichum acutatum, aplicados em diferentes estadios de florescimento,
em Santa Cruz do Rio Pardo/SP, 2006

De acordo com a analise de varidncia, verificou-se que houve diferenca
significativa entre os tratamentos (Tabela 6).

Observou-se que na avaliagdo referente ao numero médio de frutos efetivos
(NMFE), o tratamento 1, aplicagéo isolada de aménia quaternaria 1, o tratamento 2,
aplicacdo de amoénia quaternaria 1 em combinagdo com carbendazim, o tratamento 7,
aplicacao isolada de chlorothalonil, e o tratamento 11, testemunha, n&o diferiram entre
si, porém, diferiram dos outros tratamentos, apresentando resultados inferiores (Tabela
6).

De acordo com a avaliagao da relagao calices retidos e frutos vingados (CR/FV),
verificou-se que o tratamento 11, testemunha, nao diferiu somente dos tratamentos 1 e
2. Os tratamentos 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 e 10 nao diferiram entre si (Tabela 6).

Em relacdo a percentagem de ramos com frutos (%RC/FRU), observou-se o
mesmo que na avaliagédo anterior. O tratamento 7, que mostrou-se inferior na avaliagéo
do NMFE, nao diferiu dos outros tratamentos, com excecéo do tratamento 4, aplicagéo
de amoénia quaternaria 1 em primérdio floral em combinagédo com 2 aplicagcbes de
amoénia quaternaria 1 em mistura em tanque com carbendazim e, do tratamento 8,

aplicacao de chlorothalonil em combinagdo com carbendazim (Tabela 6).
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Quanto a producédo (PROD), o tratamento 11, a testemunha, s6 nao diferiu do
tratamento 1, aplicagao isoalda de amdnia quateraria 1.

Neste ensaio, analisando de uma forma geral, observou-se que a testemunha
nao diferiu do tratamento 1, em todas as avaliagbes. Aplicagbes de carbendazim em
mistura em tanque com chlorothalonil (T9 e T10) ndo apresentaram diferengcas quando
comparadas com aplicagdes de carbendazim sem a mistura (T8), j4 a mistura de
carbendazim com amoénia quaternaria 1, foi mais eficiente no controle da doenga em
relacdo a aplicagao de carbendazim sem a mistura.Ndo houve diferenca estatistica nas
aplicacdes de carbendazim nas fases ‘cabeca-de-fésforo’ e ‘cotonete’ com a aplicagéo

isolada do fungicida no estadio de ‘cotonete’, em todas as avalia¢des (Tabela 6).

Tabela 6. Médias do efeito de fungicidas, no numero médio de frutos efetivos (NMFE), na relagéo célices
retidos e frutos vingados (CR/FV), na porcentagem de ramos com frutos (%RF) e na produgéo
(PROD) avaliados em laranja ‘Péra’, afetada pela ‘podridao floral dos citros (PFC)’, em Santa
Cruz do Rio Pardo/SP, 2006.

Tratamentos NMFE* CR/IFV* %RF* PROD
TO1 1,22 ¢ 11,00 a 6,29 e 364 de
T02 2,20 c 7,60 bc 19,66 de 723 ab
TO3 4,45 ab 3,11d 32,65 cd 497 bcd
T04 5,38 a 2,71d 59,20 ab 422 cd
TO5 4,45 ab 3,13d 51,29 abc 529 abcd
TO06 5,45 a 2,16d 41,72 bc 684 abc
TO7 2,61 bc 4,49 cd 33,42 cd 587 abcd
TO08 5,88 a 1,81d 65,47 a 741 ab
TO9 6,22 a 1,68d 51,86 abc 822 a
T10 5,80 a 1,97d 34,66 cd 818 a
T 1,08 c 10,40 ab 3,29¢ 70 e

Médias seguidas pela mesma letra minuscula nas colunas ndo diferem estatisticamente pelo teste de
Tukey (P=0,05).



68

4.3.3. Avaliacao de fungicidas, no controle da podridao floral dos citros, causada
por Colletotrichum acutatum, aplicados em diferentes estadios de florescimento,
em Santa Cruz do Rio Pardo/SP, 2007

Os dados referentes as avaliacdes do numero médio de frutos efetivos (NMFE),
a relacao calices retidos e frutos vingados (CR/FV), percentagem de ramos com frutos
(%RC/FRU) e produgao (PROD) encontram-se na Tabela 7.

Com relagédo ao NMFE, a testemunha (T11), ndo diferiu do tratamento 2, trés
aplicacdes de ambnia quaternaria 1, do tratamento 3, trés aplica¢des de chlorothalonil,
do tratamento 4, uma aplicacdo de ambnia quaternaria 2, em combinacdo com duas
aplicagcdes de carbendazim e tratamento 10, uma aplicacdo de difenoconazole em
‘cabeca-de-alfinete’ em combinagéo com duas aplicagbes de carbendazim, em ‘cabeca-
de-fosforo’ e ‘cotonete’. Os tratamentos 1, 5 6, 7, 8 e 9 diferiram da testemunha (Tabela
7). O mesmo pode ser observado nas avaliagbes, relacao calices retidos e frutos
vingados (CR/FV) e porcentagem de ramos com frutos (%RC/FRU), com excec¢ao do
tratamento 4, que na relagéo calices retidos e frutos vingados, diferiu da testemunha
(T11) (Tabela 7).

Quanto a producgdo (Tabela 7), ndo foi constatada diferenca estatisticamente
significativa entre os tratamentos.

Analisando em conjunto os resultados das avaliagdes, numero médio de frutos
efetivos, relagcéo calices retidos e frutos vingados e percentagem de ramos com frutos,
observou-se que a aplicacdo de carbendazim nos estagios ‘cabeca-de-alfinete’,
‘cabecga-de-fésforo’ e ‘cotonete’ (T9) e o tratamento 7, composto por aplicagbes de
carbendazim nos estadios ‘cabeca-de-fosforo’ e ‘cotonete’ n&o diferiram entre si. O
tratamento 1, aplicacdo de ambnia quaternaria 2 nas 3 fases de florescimento, nédo
diferiu dos tratamentos que apresentaram melhor (Tabela 7).

O tratamento padréao representado por difenoconazole, carbendazim e
carbendazim aplicados em cabeca-de-alfinete’, ‘cabecga-de-fésforo’ e ‘cotonete’ (T10),
foi estatisticamente semelhante aos melhores tratamentos e a testemunha, com

excecao da avaliacado de CR/FV, o qual diferiu da testemunha (Tabela 7).
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Tabela 7. Médias do efeito de fungicidas, no nimero médio de frutos efetivos (NMFE), na relacéo calices
retidos e frutos vingados (CR/FV), na porcentagem de ramos com frutos (%RF) e na produgéo
(PROD) avaliados em laranja ‘Péra’, afetada pela ‘podridao floral dos citros (PFC)’, em Santa
Cruz do Rio Pardo/SP, 2007.

Tratamentos NMFE* CR/FV* %RF* PROD
TO1 3,93 a 2,65b 52,12 a 727 a
TO2 2,93 ab 5,81 ab 32,29 ab 830 a
TO3 2,70 ab 6,51 ab 30,45 ab 712 a
T04 3,30 ab 3,40b 39,10 ab 645 a
TO5 3,86 a 2,70b 40,80 ab 575 a
TO6 4,07 a 2,77b 47,93 a 786 a
TO7 415a 2,62 b 49,33 a 593 a
TO8 4,14 a 2,86 b 47,98 a 856 a
T09 4,19 a 2,76 b 48,17 a 947 a
T10 3,14 ab 3,70b 36,99 ab 598 a
T11 1,00 b 10,57 a 8,21b 513 a

Médias seguidas pela mesma letra minUscula nas colunas ndo diferem estatisticamente pelo teste de
Tukey (P=0,05).

4.4. Discussao

Os testes com fungicidas e épocas de aplicagédo, analisados nos experimentos
em Itapetininga e Santa Cruz do Rio Pardo, mostraram claramente que, para justificar
uma pulverizagdo, devem-se contemplar varios fatores. Periodos prolongados de
chuvas, orvalho e neblina, ocasionando um espagado periodo de molhamento foliar,
favorecem o desenvolvimento de epidemias (DENHAM & WALLER, 1981; TIMMER &
ZITKO, 1993; TIMMER et al., 1994; ZULFIQAR et al., 1996).

Além disso, dentre os fatores primarios que determinam o potencial para a
ocorréncia da doenga estéo, a disponibilidade de in6culo, considerando o historico da
doencga nos anos anteriores, a presencga de arvores doentes, que geralmente florescem
fora de época e podem aumentar as chances de incidéncia da doenca, o numero de
“estrelinhas” remanescentes do ano anterior e a presenca de flores com sintomas

antes da ocorréncia da florada principal.
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Entre estes importantes fatores, deve-se considerar também intensidade da
florada. Segundo TIMMER et al. (1994), as condi¢cdes que propiciam a ocorréncia de
mais de uma florada, ou variedades que florescem mais de uma vez por ano,
favorecem a ocorréncia da doencga. Portanto, em areas tropicais, o florescimento pode
ocorrer 2 ou 3 vezes por ano, e pode variar tanto de talhdo para talhdo, como entre
arvores dentro de um mesmo talh&o.

Do mesmo modo, nos ensaios realizados, pode-se observar que outra
consideracdo importante quanto a necessidade de pulverizacdo, é o estadio de
desenvolvimento da florada. Notou-se que, apesar da aplicagdo de fungicidas
erradicantes e protetores em primérdio floral e ‘cabeca-de-alfinete’ com aplicagdes
posteriores de sistémicos mostrarem algumas vezes, um bom resultado, estes
tratamentos muitas vezes nao diferiram dos tratamentos realizados com aplicagao
isoladamente de sistémicos em ‘cabeca-de-fésforo’ e ‘cotonete’. Assim sendo, as
aplicacdes de fungicidas erradicantes ou protetores em botdes florais totalmente verdes
muitas vezes sao economicamente injustificaveis, elevando a relagédo custo e beneficio.
No entanto, considerando o histérico de produtividade da area, os fatores ja
mencionados, a baixa temperatura estendendo o periodo da florada e o preco da fruta, a
aplicacdo destes fungicidas visando a erradicagcdo ou protecdo das flores, torna-se
necessaria. Por isso que, a eficiéncia de um programa de controle da doenca néo €
constante todos os anos, independente das combinagdes dos fungicidas avaliados
(PORTO, 1981a; PORTO, 1981b), sendo necessario um planejamento antes da florada
principal, tendo em vista todos os conceitos especificados.

GOES et al. (2008) avaliando fungicidas aplicados em diferentes estadios de
florescimento concluiram que, € essencial que o controle da doencga seja feito antes de
flores abertas. Segundo PERES et al. (2002), o controle da PFC com benomyl foi
eficiente quando aplicado até 48 horas depois da inoculagéo. Para crescer, o patégeno
necessita além de condi¢des ambientais favoraveis, uma fonte exdgena de nutrientes.
Sob condi¢gbes de infecgdo natural, esta fonte exdgena de nutrientes fica disponivel

quando acontece a abertura das primeiras flores e, a agua da chuva, orvalho, neblina
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ou irrigacao, permite a redistribuicdo desses nutrientes para outras partes da planta,
especialmente a partir da parte superior as partes mais baixas (TIMMER et al., 1994).

Observou-se algumas vezes, uma variagcao nos resultados das avaliagdes. Este
fator pode ser atribuido as condicbes ambientais, caracterizada por periodos mais
longos de molhamento foliar favorecendo ao patégeno e limitando a eficiéncia dos
produtos. A longevidade dos fungicidas pode ser reduzida especialmente por causa da
diluicdo e, ou lixiviagao (GOES et al., 2008).

Trés aplicagdes de carbendazim em ‘cabeca-de-alfinete’, ‘cabecga-de-fosforo’ e
‘cotonete’ ndo diferiu quando este fungicida foi aplicado em ‘cabeca-de-fésforo’ e
‘cotonete’, assim como uma unica aplicagéo de carbendazim em ‘cotonete’ nao diferiu
quando aplicado em ‘cabeca-de-fosforo’ e ‘cotonete’. Nao ocorreu uma variagéo,
possivelmente, porque as condigbes nao foram favoraveis ao desenvolvimento da
doenca ou porque como citado anteriormente, o molhamento foliar limitou a eficiéncia
do produto. GOES et al. (2008) verificaram que carbendazim quando aplicado em
‘cabeca-de-fosforo’ e ‘cotonete’ foram eficientes no controle da PFC.

Quanto ao tratamento padrao, representado por difenoconazole, carbendazim e
carbendazim aplicados em ‘cabeca-de-alfinete’, ‘cabecga-de-fésforo’ e ‘cotonete’, utilizado
no Estado de Sado Paulo para controle da PFC, observou-se que ndo foi obtida uma
eficiéncia superior em relagdo aos outros tratamentos. Este tratamento n&o diferiu
estatisticamente dos melhores resultados, porém nao diferiu também da testemunha.
GOES et al. (2008), observaram que as aplicagdes de difenoconazole, mostraram
resultados variaveis, sendo que possivelmente este resultado poderia ter sido uma

consequéncia da grave pressao de doenca, nas condi¢des do experimento.

4.5. Conclusoes

Os fungicidas sistémicos, carbendazim, tiofanato-metilico e pyraclostrobin e o
protetor folpet quando aplicados isoladamente em ‘cabeca-de-fésforo’ e ‘cotonete’ néo

diferiram entre si, portanto esses fungicidas tornam-se alternativas no controle da PFC.
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As aplicacdes de erradicante ou protetor nos estadios, primérdio floral e ‘cabeca-
de-alfinete’ em combinacdo com fungicidas sistémicos em ‘cabeca-de-fosforo’ e
‘cotonete’ ndo diferiu das aplicagbes dos sistémicos isoladamente, assim nas condi¢des
em que os experimentos foram executados, as aplicacdes de erradicantes ou de
protetor tornou-se dispensavel.

Nao houve diferenca entre trés aplicagcbes em ‘cabecga-de-alfinete’, ‘cabeca-de-
fosforo’ e ‘cotonete’ e, duas aplicagbes em ‘cabeca-de-fésforo’ e ‘cotonete’ de
carbendazim, assim como, ndo houve diferenga entre duas aplicagées em ‘cabeca-de-
fosforo’ e ‘cotonete’ e uma aplicacao em ‘cotonete’ de carbendazim, logo nas situagdes
em que os experimentos foram realizados, uma unica aplicacédo de carbendazim no
estadio de ‘cotonete’ foi suficiente para o controle da doenca.

A aplicagéo de fosfito em mistura em tanque com amodnia quaternaria 2 (cloreto
de n-alquil-benzil-dimetilaménio) e, em combinagdo com carbendazim ndo proporcionou
melhor resultado quando comparado com os outros tratamentos, deste modo esta

mistura n&o otimizou o controle da doenca PFC.
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CAPITULO 5 — ATIVIDADE DE DIFERENTES FUNGICIDAS NO CONTROLE DE
Colletotrichum acutatum EM CITROS

Resumo — A doenca Podriddo floral dos citros, cujo agente causal é
Colletotrichum acutatum infecta pétalas e induz a abscisdo de frutos jovens e a
retencao de calices. O controle dessa doenca baseia-se essencialmente no uso de
fungicidas aplicados na época da florada. Este estudo teve como objetivos avaliar o
efeito dos fungicidas folpet e carbendazim na p6s e poés-infeccdo e analisar a
sensibilidade de isolados de C. acutatum ao carbendazim e pyraclostrobin, in vitro. A
menor expressao de sintomas tanto em flores como na retencdo de calices deu-se na
aplicacao dos fungicidas folpet e carbendazim em ‘cabeca-de-alfinete’ e ‘cabeca-de-
fosforo’ até 48 horas antes da inoculagdo. Isolados de C. acutatum, in vitro,
apresentaram um crescimento micelial reduzido na presenca de carbendazim, porém, o
crescimento das col6nias nédo foi completamente inibido, mesmo em dosagens altas,
10000 pg/mL. Entretanto para o fungicida pyraclostrobin, observou-se que ndo houve
crescimento micelial dos isolados em todas as concentracdes testadas. Portanto,
isolados de C. acutatum mostraram-se altamente insensiveis ao carbendazim, ao

contrario de pyraclostrobin, os quais foram sensiveis.

Palavras-chave: Citrus sinensis, fungicidas, Podridao Floral dos Citros, resisténcia,

sensibilidade
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5.1. Introducéo

Colletotrichum acutatum J.H. Simmonds € o agente causal da Podridao floral dos
citros (PFC) ou Queda prematura dos frutos citricos (QPFC). E uma doenga comum nas
regides tropical e subtropical das Américas (TIMMER et al., 1994), sendo responsavel
por elevados prejuizos aos citricultores.

O controle da PFC baseia-se no uso de fungicidas nas fases criticas de
suscetibilidade. Os fungicidas normalmente s&o aplicados nos diferentes estadios de
florescimento floral, cujos resultados de controle muitas vezes mostram-se abaixo dos
niveis desejaveis. Segundo GOES et al. (2008), em termos gerais os periodos mais
criticos de suscetibilidade correspondem as fases de ‘cabecga-de-fésforo’ e ‘cotonete’.
Segundo esses autores, nas fases que correspondente as de primordios florais ou,
especialmente, quando nas fases de flores abertas, os resultados de controle do
patogeno nao tém sido satisfatorios.

Atualmente os fungicidas normalmente empregados para o controle de C.
acutatum sao os dos grupos dos benzimidazoéis, dicarboximidas e triazois, além de
algumas formulagdes prontas (BRASIL, 2009). Entretanto, dada a necessidade do uso
intensivo desses fungicidas ndo apenas para o controle desse patégeno, como também
de outros associados as plantas citricas, € possivel que, haja uma forte pressédo de
selecdo, com possibilidade de um dos patégenos adquirir resisténcia a um dos
principios ativos.

Os fungos, por apresentarem grande maleabilidade genética, podem tornar-se
resistentes a fungicidas (KIMATI, 1995). A resisténcia pode ser de laboratério ou de
campo, porém, observacdes de resisténcia tém sido mal definidas por pesquisadores
cientificos ou por competidores comerciais em algumas ocasides (BRENT, 1995).
Portanto, alguns procedimentos devem ser seguidos no que se refere ao
comportamento de um patégeno quando exposto a um determinado fungicida, seja em

condigdes de laborat6rio, casa de vegetagdo ou campo.
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Os fungicidas do grupo dos benzimidazois prejudicam a divisao celular e nuclear,
essencial ao crescimento micelial e producao de esporos (HASSAL, 1990; KENDALL et
al., 1994; BRENT, 1995; WHEELER et al., 1995). As estrobilurinas agem através da
inibicdo da respiracao mitocondrial (BRENT, 1995; KOELLER, 1998; LEROUX, 1996;
YPEMA & GOLD, 1999). Ja os fungicidas de acgédo nao-especifica, como as
dicarboximidas, atuam no residuo da tiol cisteina e no bloqueio de residuos essenciais
de cisteina (KOELLER, 1998).

O presente estudo teve como objetivos (i) avaliar o efeito pos e pré-infeccional de
C. acutatum aos fungicidas folpet e carbendazim em diferentes estadios de
desenvolvimento de flores de laranja ‘Péra’, sob condicbes de casa de vegetacéo; (ii)
avaliar a sensibilidade in vitro de isolados de C. acutatum em relacdo a diferentes

concentragdes dos fungicidas carbendazim e pyraclostrobin.

5.2. Material e Métodos

5.2.1. Efeito pdés e pré-infeccional de Colletotrichum acutatum aos fungicidas

folpet e carbendazim

No presente estudo foi empregado o isolado P3B de C. acutatum, sabidamente
patogénico conforme avaliagdes prévias. Para inoculagcdo e tratamento, foram
empregadas plantas de laranjeira ‘Péra’, de cinco anos de idade, mantidas sob
condicbes de casa de vegetacdo. As inoculagdes foram realizadas nos estadios de
florescimentos designados de acordo com AGUSTI et al. (2000) em (i) ‘cabeca-de-
alfinete’, (ii) ‘cabega-de-fosforo’, (iii) ‘cotonete’ e (iv) flor aberta.

Inicialmente foi realizada inoculagdo com suspensdo contendo 1x10°
conidios/mL. A seguir, ap6s 24, 48 e 72 horas da inoculagédo, procedeu-se o0s
tratamentos dos 6rgaos florais com folpet (Folpan®, 2g/L, Arysta LifeScience do Brasil
Industria Quimica e Agropecuaria Ltda) e carbendazim (Derosal®, 1mL/L, Bayer S.A)

(pbs-infecgao). Os 6rgéos florais das plantas controle foram inoculados nas mesmas
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condigbes anteriormente mencionadas, porém, ndo passaram por nenhum tratamento
com fungicida.

Posteriormente, foram adotados procedimentos semelhantes aos anteriormente
mencionados, porém, primeiramente foram realizados os tratamentos com os
fungicidas, e, apos, 24, 48 e 72 horas dos tratamentos foi efetuada a inoculagéo (pré-
infeccado). As testemunhas constituiram em o6rgaos florais exclusivamente tratados e
nao inoculados. Foram inoculados e, ou tratados pelo menos oito 6rgaos florais para
cada estadio e periodo.

Posteriormente, e de forma semelhante ao descrito para as avaliagdes do efeito
pés e pré-infeccional, foram adotados procedimentos semelhantes, porém,
empregaram-se flores nos estadios de ‘cotonete’ e flor aberta. Da mesma forma, foram
inoculados e tratados pelo menos oito 6rgéaos florais.

Aproximadamente trés horas antes da inoculagdo e dos tratamentos com
fungicidas, as plantas foram mantidas sob nebulizagdo, com 100% de umidade relativa.
Cerca de duas horas apés a inoculagéo e do tratamento com fungicidas, as plantas
foram novamente mantidas sob nebulizagdo, com 100% de umidade relativa durante 3
horas.

As avaliagdes consistram na contagem do numero de flores sintomaticas,
expresso em porcentagem, apés 3, 7, 15 e 20 dias da inoculagado, ou do tratamento
com fungicidas, de acordo com o estadio de florescimento. Adicionalmente, foi avaliado
o numero de calices retidos, igualmente expresso em porcentagem, apés a queda
fisiologica dos frutos, cerca de 60 dias apds a inoculacao. Nesse presente estudo, nao
foram realizadas analises estatisticas dos dados, sendo as interpretacées realizadas

exclusivamente de forma comparativa.

5.2.2. Sensibilidade in vitro de Colletotrichum acutatum aos fungicidas

carbendazim e pyraclostrobin

No presente estudo, foram avaliados 42 isolados de C. acutatum, das variedades
de laranja doce (Citrus sinensis (L.) Osbeck), Péra (P), Natal (N), Valéncia (V), Folha
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Murcha (FM), Lima (L), Lima Verde (LV), Baia (B) e Hamlin (H). A procedéncia dos
isolados foi de pomares localizados nos municipios de Itapetininga (1), Santa Cruz do
Rio Pardo (S) e Brotas (B), no Estado de Sdo Paulo (Tabela 1). Para tal, a partir de
colénias do fungo mantidas em meio BDA por sete dias a 25+2°C, sob luz continua,
foram removidos discos de 5 mm de didmetro das margens de ativo crescimento.
Posteriormente, tais discos foram transferidos para o centro de placas de Petri contendo

meio BDA mais fungicida.

Tabela 1. Relagdo dos isolados de Colletotrichum acutatum avaliados quanto a sensibilidade in vitro aos
fungicidas carbendazim e pyraclostrobin

Relacao dos isolados

P2B L9B N7I
P3B LV2B N111
P7B LV3B V4|
N1B LV6B VIl
NGB B2B V13l
N9B B5B P6S
V3B B7B P8S
V7B H2B P10S
V10B H3B N1S
FM1B H10B N2S
FM7B P2l N4S
FM10B PaI V5S
L5B P11I VIS
L7B N3l V10S

P: ‘Péra’; N: ‘Natal’; V: ‘Valéncia’; FM: ‘Folha Murcha’; L: Lima; LV: ‘Lima Verde’; B: ‘Baia’; H: ‘Hamlin’.
B: Brotas; I: Itapetininga; S: Santa Cruz do Rio Pardo.

Os fungicidas avaliados foram carbendazim (Derosal®, 1mL/L, Bayer S.A) e
pyraclostrobin (Comet®, 0,15 mL/L, Basf S.A.) a 1000, 5000 e 10000 pg/mL. Para o
preparo do meio de cultura acrescido com fungicida empregou-se metodologia
semelhante a adotada por EDIGTON et al. (1971), modificada por MENTEN et al.

(1976), a qual consistiu na obtencao de solu¢do estoque dos fungicidas, seguido de
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diluicdes seriadas para a obtencdo da concentracdo desejada. Tais placas, apds o
preparo foram mantidas em B.O.D. na temperatura a qual as col6nias seriam
incubadas, de 25°C + 2°C sob luz continua por quatro horas. Apés tal periodo é que se
procedeu a deposicao dos discos de colbnias, sendo mantidos nessas condi¢des
apontadas, sob luz continua por sete dias.

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, em esquema fatorial 42
x 2 x 3 (isolados, fungicidas e dosagens), com trés repeticbes. Cada unidade amostral
foi representada por uma placa. As meédias foram comparadas através do teste de Scott
Knott (P<0,05). As avaliagbes consistiram na determinagcdo do tamanho das coldnias

apos sete dias de incubaggo.

5.3. Resultados

5.3.1. Efeito pdés e pré-infeccional de Colletotrichum acutatum aos fungicidas

folpet e carbendazim

As porcentagens de flores sintomaticas e calices retidos produzidos na pés e
pos-infeccdo com os fungicidas folpet e carbendazim do primeiro ensaio encontram-se
representados nas Figuras 1 e 2, respectivamente.

O fungicida folpet quando aplicado depois da inoculagcdo ndo apresentou
sintomas nas flores em ‘cabeca de alfinete’, e, verificou-se baixa porcentagem de flores
com sintomas nos tratamentos efetuados 48 (20%) e 72 horas (12%) depois da
inoculagéo, em ‘cabeca-de-fésforo’. Em ‘cotonete’ e flor aberta constatou-se a presenca
de flores sintomaticas desde a testemunha (0), 82 e 100%, respectivamente, até o
tratamento realizado 72 horas posteriormente a inoculagdo (Figura 1A). Quanto a
formacao de ‘estrelinhas’, observou-se que a testemunha apresentou sintomas em
‘cotonete’ e flor aberta (100%). Nos tratamentos realizados apds 24, 48 e 72 da

inoculagédo, verificou-se a presenca de calices retidos em porcentagem alta,
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principalmente quando inoculado em ‘cabeca-de-fosforo’, ‘cotonete’ e flor aberta (Figura
1B).

Quando do tratamento com folpet e depois a inoculagdo notou-se que a
testemunha apresentou sintomas em flores somente em flor aberta (32%), sintomas em
‘cabeca de alfinete’ ndo foram expressos em flores e baixa porcentagem foi observada
em cabeca-de-fosforo’ nas inoculagbes realizadas 48 (15%) e 72 (15%) horas do
tratamento (Figura 1C). Observou-se a formagdo de calices retidos em todos os
estadios 72 horas da inoculagao apos o tratamento (Figura 1D), porém a porcentagem
foi menor comparando-se com a produgdo de calices retidos quando houve o
tratamento depois da inoculacao (Figura 1B). Quanto a testemunha e os tempos, 24, 48
e 72 horas, a maior porcentagem foi observada em ‘flor aberta’ (Figura 1D).

Com relacao ao carbendazim, quando inoculado antes de tratar, ressalta-se que
ndo houve producdo de flores sintomaticas em ‘cabeca-de-alfinete’ e ‘cabeca-de-
fésforo’, porém nos estadios ‘cotonete’ e flor aberta observaram-se elevadas
porcentagens em todos os tempos (Figura 2A), assim como, na formacéo de calices
retidos (Figura 2B). Percebeu-se producao de célices aderidos em todos os tratamentos
com carbendazim, 0, 24, 48 e 72 horas depois da inoculagao (Figura 2B).

Mediante o tratamento com carbendazim antes da inoculagdo, notou-se que em
‘cabeca-de-alfinete’, os sintomas deram-se somente na producao de ‘estrelinhas’ apo6s
72 horas (15%) (Figuras 2C e 2D). A porcentagem de flores sintomaticas e de calices
retidos quando tratado com carbendazim e depois inoculado foi menor em relagdo aos
resultados de quando inoculado e depois tratado (Figuras 2A e 2B), apesar que quando
inoculado com 72 horas ap6s o tratamento em ‘cotonete’ e flor aberta, as porcentagens
de caélices retidos ainda foram altas (Figura 2D).

Em todas as avaliagdes verificou-se que a maior porcentagem de sintomas foi
observada em ‘cotonete’ e flor aberta, enquanto que a menor o foi em ‘cabeca-de-

alfinete’ e, por essa razéo, o experimento foi repetido para ‘cotonete’ e flor aberta.
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Figura 1. A — Porcentagem de flores de laranjeira ‘Péra’ inoculada com Colletrotrichum acutatum, seguido
de tratamento sob a forma de pulverizagcdo com folpet apds 24, 48 e 72 horas. B — Porcentagem
de cdlices retidos de laranjeira ‘Péra’ inoculada com Colletrotrichum acutatum, seguido de
tratamento sob a forma de pulverizagdo com folpet apds 24, 48 e 72 horas. C - Porcentagem de
flores de laranjeira ‘Péra’ tratada sob a forma de pulverizagdo com folpet e apds 24, 48 e 72 horas
inoculada com Colletrotrichum acutatum. D — Porcentagem de calices retidos de laranjeira ‘Péra’
tratada sob a forma de pulverizacdo com folpet e apds 24, 48 e 72 horas inoculada com

Colletrotrichum acutatum.
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Figura 2. A — Porcentagem de flores de laranjeira ‘Péra’ inoculada com Colletrotrichum acutatum, seguido
de tratamento sob a forma de pulverizagdo com carbendazim apés 24, 48 e 72 horas. B —
Porcentagem de calices retidos de laranjeira ‘Péra’ inoculada com Colletrotrichum acutatum,
seguido de tratamento sob a forma de pulverizagdo com carbendazim apos 24, 48 e 72 horas. C -
Porcentagem de flores de laranjeira ‘Péra’ tratada sob a forma de pulverizagdo com carbendazim
e apos 24, 48 e 72 horas inoculada com Colletrotrichum acutatum. D — Porcentagem de caélices
retidos de laranjeira ‘Péra’ tratada sob a forma de pulverizagdo com carbendazim e apoés 24, 48 e
72 horas inoculada com Colletrotrichum acutatum.
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Os dados correspondentes ao efeito pos e pré-infeccional de C. acutatum aos
fungicidas folpet e carbendazim quando inoculados em ‘cotonete’ e flor aberta
encontram-se apresentados nas Figuras 3 e 4. Nota-se que as porcentagens de flores
sintomaticas e calices retidos em ‘cotonete’ e flor aberta foram menores quando
comparados ao primeiro ensaio. Na utilizacao de folpet depois da inoculagao (Figuras
3A e 3B) observou-se que as maiores porcentagens na expressao de sintomas foi na
testemunha (100%) e no tratamento depois de 72 horas da inoculagdo. Nos outros
tempos, 24 e 48 horas o controle foi efetivo, acima de 50%. Quando ocorreu primeiro o
tratamento com folpet e depois foi feita a inoculagdo (Figuras 3C e 3D), verificou-se
baixas porcentagens de sintomas em todos os tempos.

O mesmo foi observado na aplicacdo de carbendazim (Figura 4). Quando a
aplicacdo do fungicida deu-se apOs a inoculagdo, as plantas correspondentes a
testemunha apresentaram altas taxas na expressao de sintomas. Todavia, o contrario
deu-se quando inicialmente deu-se o tratamento, e posteriormente a inoculagdo. O
tratamento com fungicida 72 horas ap6s a inoculagdo também apresentou elevada
porcentagem principalmente na producdo de calices retidos (Figura 4B). Na utilizacédo
de carbendazim antes da inoculagdo, observou-se um bom controle principalmente no

que diz respeito a inoculacao 24 e 48 apos o tratamento.
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Figura 3. A — Porcentagem de flores de laranjeira ‘Péra’ inoculada com Colletrotrichum acutatum, seguido

de tratamento sob a forma de pulverizagdo com folpet apdés 24, 48 e 72 horas. B —
Porcentagem de calices retidos de laranjeira ‘Péra’ inoculada com Colletrotrichum acutatum,
seguido de tratamento sob a forma de pulverizagdo com folpet apéds 24, 48 e 72 horas. C -
Porcentagem de flores de laranjeira ‘Péra’ tratada sob a forma de pulverizagdo com folpet e
apés 24, 48 e 72 horas inoculada com Colletrotrichum acutatum. D — Porcentagem de calices
retidos de laranjeira ‘Péra’ tratada sob a forma de pulverizagdo com folpet e apds 24, 48 e 72
horas inoculada com Colletrotrichum acutatum.
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Figura 4. A — Porcentagem de flores de laranjeira ‘Péra’ inoculada com Colletrotrichum acutatum, seguido

de tratamento sob a forma de pulverizagdo com carbendazim apds 24, 48 e 72 horas. B —
Porcentagem de calices retidos de laranjeira ‘Péra’ inoculada com Colletrotrichum acutatum,
seguido de tratamento sob a forma de pulverizagdo com carbendazim apds 24, 48 e 72 horas.
C - Porcentagem de flores de laranjeira ‘Péra’ tratadas sob a forma de pulverizacdo com
carbendazim e apds 24, 48 e 72 horas inoculada com Colletrotrichum acutatum. D —
Porcentagem de calices retidos de laranjeira ‘Péra’ tratada sob a forma de pulverizagdo com
carbendazim e ap6s 24, 48 e 72 horas inoculada com Colletrotrichum acutatum.
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5.3.2. Sensibilidade in vitro de Colletotrichum acutatum aos fungicidas

carbendazim e pyraclostrobin

Apesar de fungo ter tido o crescimento micelial reduzido na presenca de
carbendazim, o crescimento das colonias de C. acutatum nao foi completamente
inibido, mesmo em dosagens muito altas, 10000 ug/mL. Verificou-se que houve
diferenca estatisticamente significativa entre os isolados no que diz respeito ao
crescimento micelial quando na presenca de carbendazim (Tabela 2).

No caso do fungicida pyraclostrobin, observou-se que ndo houve crescimento
micelial dos isolados em todas as concentragdes testadas (Tabela 2).

Verificou-se correlagdo negativa significativa entre o crescimento micelial dos
isolados de C. acutatum e as dosagens crescentes do fungicida carbendazim (P < 0,01;
R? = 0,522) (Figura 5). Observou-se que houve aumento na inibicdo do crescimento
micelial do fungo a medida que se elevaram as doses do fungicida. Desse modo, a

maior inibigdo foi observada a 10000 pg/mL.

Tabela 2. Médias do crescimento micelial de isolados de Colletotrichum acutatum na avaliagao do efeito
de diferentes dosagens, 1000, 5000 e 10000 pg/mL, dos fungicidas carbendazim e
pyraclostrobin.

Dosagens (ug/mL) Fungicidas
Carbendazim Pyraclostrobin
1000 2,95 aA 0,00 aB
5000 0,96 bA 0,00 aB
10000 0,23 cA 0,00 aB

Médias seguidas pela mesma letra mindscula nas colunas e mailuscula na linha ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Scott Knott (P=0,05).
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5.4. Discussao

Para os dois ensaios com base na atividade dos fungicidas folpet e carbendazim
na pos e pré-infecgéo, verificou-se melhor controle da doenca na pré-infeccao até 48
horas para os dois fungicidas. Quanto aos estadios de florescimento, a melhor
eficiéncia pode ser observada quando tratado em ‘cabeca-de-alfinete’ e ‘cabeca-de-
fosforo’.

Segundo GOES et al. (2008) carbendazim e folpet quando aplicados em
‘cabeca-de-fésforo’ e ‘cotonete’ foram eficientes no controle da PFC em condi¢des de
campo. A condigcdo ambiental extremamente favoravel ao patdogeno na presente
pesquisa, possivelmente limitou a eficiéncia dos produtos. A longevidade dos
fungicidas pode ser reduzida especialmente por causa da diluicdo e, ou lixiviagdo
(GOES et al., 2008). Assim sendo, longos periodos de chuva durante o florescimento
que dificultam o planejamento e a execugao das pulverizagdes, podem também limitar
a eficiéncia do produto.

A acdo do fungicida folpet pertencente ao grupo das carboximidas, é nao-
especifica, ou seja, ele é efetivo por mais de um modo de acdo. Uma das
caracteristicas desses fungicidas € induzir pouco ou nenhum risco de resisténcia.
Aceita-se que, o declinio de sensibilidade em fungicidas de acdo nao-especifica &
geralmente causado por adaptacao fenotipica (BRENT, 1995). Logo que, a eficiéncia
em algumas ocasides quando na aplicacao de folpet nao foi satisfatéria, pode-se atribuir
nao somente as condigbes ambientais, bem como a uma possivel adaptacao fenotipica.
Apesar que, consta na literatura alguns relatos de resisténcia quanto a fungicidas de
acao nao-especifica (GEORGOPOULUS, 1977; COCKERELL et al., 1994), para tanto,
ha necessidade de varios estudos, inclusive em laboratério, seguindo alguns
procedimentos (BRENT, 1995) para melhor compreenséo.

Ja com relagdo aos benzimidazéis, grupo quimico o qual pertence o

carbendazim, com seu uso intensivo e generalizado, inUmeros casos de resisténcia
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comegcaram a aparecer (SMITH, 1994). Os mecanismos de agdo envolvidos na
resisténcia de fungos a fungicidas sdo ainda pouco conhecidos, porém sabe-se que,
estes mecanismos estdo associados aqueles interferidos pelos fungicidas (GHINI &
KIMATI, 2000).

No estudo referente ao efeito de carbendazim e pyraclostrobin quanto a inibigéo
do crescimento micelial, observou-se baixa eficiéncia de carbendazim mesmo em altas
concentragdes do fungicida, enquanto que na presenca de pyraclostrobin, os isolados
foram igualmente sensiveis as diferentes dosagens, ou seja, ndo houve crescimento
micelial.

De acordo com alguns autores, C. acutatum em citros demonstrou baixa
sensibilidade ao benomyl in vitro (SONODA & PELOSI, 1988; RODRIGUES & LEON,
1993; GOES & KIMATI, 1998; PERES et al., 2002; PERES et al., 2004). Um mesmo
fator genético pode conferir resisténcia a dois ou mais fungicidas com mecanismo de
acdo semelhante, porém a deteccdo de resisténcia exige comprovar a presenca de
linhagens resistentes (DEKKER, 1995), uma vez que outros fatores podem afetar o
desempenho de fungicidas (GHINI & KIMATI, 2000).

GOES & KIMATI (1998) atribuiram a baixa eficiéncia de benomyl in vitro, porém
significativamente expressiva em condigdes de campo, a atividade hormonal do
fungicida e inibicdo da cutinase. A mesma situacdo é observada para carbendazim,
controle ineficiente do crescimento micelial in vitro, porém quando em condi¢cdes de
campo o fungicida comporta-se de forma eficiente. Além disso, observou-se que na
presenca de carbendazim in vitro, os isolados apresentaram visivelmente tendéncia a
maior esporulagéo.

A baixa sensibilidade observada entre os isolados na presenca de carbendazim,
bem como, a inferior eficiéncia no controle, notada algumas vezes deste fungicida
quando aplicado em plantas em casa de vegetacdo nao pode ser conferida a
resisténcia ao fungicida. Outros fatores como descritos por GHINI & KIMATI (2000)
podem interferir no comportamento do fungicida, assim como, outros procedimentos
devem ser acompanhados (BRENT, 1995) que permitam conclusbes definitivas,

comprovando qualquer relacao dessa natureza.
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5.5. Conclusdes

A menor expressao de sintomas tanto em flores como na retencdo de calices
deu-se na aplicacdo dos fungicidas folpet e carbendazim em ‘cabeca-de-alfinete’ e
‘cabeca-de-fosforo’ até 48 horas antes da inoculagao.

Isolados de C. acutatum mostraram-se altamente insensiveis ao carbendazim,

ao contrario de pyraclostrobin, os quais foram sensiveis.
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